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Biochemische Untersuchungen iiber Azotobacter agile. 


Von 


S. Kostytschew, A. Ryskaltschuk und 0. Schwezowa. 


Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 192 


I. Die ersten Produkte der Bindung des molekularen Stick- 
stoffes durch Azotobacter. 


(Analysen von A. Ryskaltschuk.) 


Wie bekannt, war es bisher nicht gelungen, irgendwelche 
primiire Produkte der Stickstoffbindung durch Mikroorganismen 
abzufangen. Die Gesamtmenge des assimilierten Stickstoffs 
wurde immer in Form des Plasmaeiweisses der Mikroben ge- 
funden. Infolgedessen war der Vorgang der biologischen Stick- 
stoffbindung bis auf die letzte Zeit hin nicht durchsichtig. In 
hetreff des Mechanismus der Stickstoffbindung wurden nur 
rein theoretische Annahmen yon einigen Forschern ausgesprochen, 
und zwar ist die Ansicht vorherrschend, dab Azotobacter, ein 
auBerordentlich intensiv atmender Mikrobe?), den molekularen 
Stickstoff zu salpetriger Siiure bzw. zu Salpetersiiure oxydiert. 
Diese Ansicht wurde von Gautier und Drouin?), Loew und 
Aso), Bonazzi*) und anderen vertreten. Gerlach und 


') Stoklasa, Ber. bot. Ges. Bd. 24, S. 22 (1906); Zentralbl. f. Bakter. 
Abt. II Bd. 21, S. 484 (1908). 

*) Gautier u. Drouin, C. R. Bd. 106, S$. 160 (1888); Bd. 113. 
dS. 820 (1891): Bull. Soe. chim. sér. III]. Bd. 7—8, S. 53 (1892). 

3) Loew u. Aso, Bull. of Coll. of Agric. Tokyo, Bd. 7. 

‘) Bonazzi. Journ. of agric. res. Bd. 44 (1915); Journ. of Bact. 
Bd. 6, $. 331 (1921). 
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Vogel), Heinze’), Lipman’) u. a. behaupten, daB Azoto- 
bacter den molekularen Stickstoff direkt mit organischen 
Stoffen verbindet. Diese Annahme ist allerdings sehr wenig 
wahrscheinlich, da keine analogen Reaktionen in der organischen 
Chemie bekannt sind. Bonnema‘) sucht zu beweisen, dat 
der ProzeB der N-Bindung im Boden keine biologische Reaktion 
sei. Nach Bonnemas Ansicht wird der Stickstoff im Boden 
durch Einwirkung der Eisensalze als Katalysatoren zu sal- 
petriger Siure und alsdann zu Salpetersiure oxydiert. Diese 
Hypothese ist indes schon liingst iiberholt, da es nunmehr 
keinen Zweifel unterliegt, da die Bindung des molekularen 
Stickstoffs im Boden ein rein biologischer Vorgang ist. Sto- 
klasa®) nimmt an, dab Azotobacter den molekularen Stickstofi 
in Blausiure, HCN, verwandelt. 

Die Grundlage der weiter unten dargelegten Versuche 
bildete der Gedanke, daB die Assimilation des molekularen 
Stickstoffs ein der Nitratassimilation analoger Reduktionsvorgang 
ist. Nach dieser Ansicht von 8. Kostytschew ist Ammoniak 
das erste Produkt der N-Bindung. Merkwiirdigerweise wurde 
die so naheliegende Annahme friher in betreff der aeroben 
Stickstoffbindner noch nie ausgesprochen. 

S. Kostytschew und E. Tswetkowa®) haben dargeta, 
daB die Nitratassimilation bei Schimmelpilzen iiber die Zwischen- 
stufen der salpetrigen Siure, des Ammoniaks und der Amiuo- 
siuren stattfindet. Diese Arbeit war ein Vorbild fiir unsere 
Untersuchungen iiber die N-Bindung durch Azotobacter. 
Ks ergab sich in der Tat, daB zwischen der Nitratreduktion 
und der N-Bindung nicht ein prinzipieller, sondern nur eit 


) Gerlach u. Vogel, Zentralbl. f. Bakter. Abt. II Bd. 9, 8. 817, 
880 (1902). 

*) Heinze, Zentralbl. f. Bakter., Abt. II, Bd. 12, 8. 43 (1904). 

3) Lipman, New-Jersey Stat. Rep. Bd. 24, S. 217 (1903); Bd. 25, 
S. 287 (1904); Bd. 26, S. 254 (1905). 

*) Bonnema, Chem. Zs. Bd. 27, 8. 27, 825 (1903). 

°) Stoklasa, Zentralbl. f. Bakter., Abt. IJ, Bd. 21, S. 484 (1908). 

*) S. Kostytschew u. E. Tswetkowa, Diese Zs. Bd. 111, 8. 171 
(1920). 
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quantitativer Unterschied besteht. Beide Reaktionen haben 
eine Ammoniakbildung zur Folge, doch ist zur N-Bindung 
selbstverstandlich ein bedeutend héheres Reduktionspotential 
notwendig als zur Nitratreduktion. Dieser Umstand kénnte 
u. a. die Tatsache begreiflich machen, daB die zur N-Bindung 
befahigten Pilze mit Nitraten als N-Quelle gut auskommen. 

Unsere Versuche wurden mit einer iuferst aktiven Rasse 
von Azotobacter agile ausgefihrt, die Prof. G. A. Nadson 
aus einer Gartenerde von Petersburg isoliert und uns in liebens- 
wirdiger Weise zur Verfiigung gestellt hat, wofiir wir ihm zu 
vielem Dank verpflichtet sind. Wir arbeiteten mit jungen Kul- 
turen, da nur mit diesen Kulturen eine Isolierung von Zwischen- 
produkten der N-Bindung gelingen kann. Da alte Kulturen 
die N-Bindung in einem verhiltnismiBig langsamen Tempo 
bewerkstelligen, so werden hierbei die in der Periode einer 
intensiveren N-Bindung etwa aufgespeicherten intermediiren 
Produkte von alten Kulturen restlos resorbiert und zur Eiweib- 
synthese verwendet. AuBerdem haben wir unsere Kulturen 
in emem belichteten Brutschrank gezogen, da Kayser’) ge- 
funden hat, daB Azotobacter agile lichtempfindlich ist und 
zwar im direkten Lichte ein iippigeres Wachstum und inten- 
sivere N-Bindung zeigt, wobei auf fliissigen Medien namentlich 
die Menge der in der Nihrlésung enthaltenen Stickstoff- 
verbindungen zunimmt. 

Als KulturgefaBe dienten konische Kolben mit einer sehr 
groben Bodentliche. In siimtlichen Versuchen haben wir die 
tolgende Lésung verwendet, die ein iippiges Wachstum von 
Azotobacter erméglichte. 


Destilliertes Wasser. . . . . . 100 ecm 
Sek. Kaliumphosphat .... . . 0,05¢ 
Magnesiumsulfat . . . .. . . 0,05 g 
Natriumehlorid. . .... .. . 005g 
Porrisalet . . 2 «+» sss s « OBRe 
Aluminiumoxyd ...... . . O0lg 
Caleciumearbonat . . ..... . 002g 
Traubenzucker oder Mannit . . . 2—2,4¢g 





) E. Kayser, C. R. Bd. 171, S. 969 (1920); Bd. 172, S. 183, 491, 
939 (1921). 
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Obgleich das Wachstum von Azotobacter auf festen Nahr- 
béden im allgemeinen ein viel besseres ist, waren wir dennoch 
genotigt, mit fliissigen Nahrmedien zu arbeiten, da es in diesem 
Falle viel leichter ist, lésliche N-haltige Stoffe von den un- 
léslichen zu trennen. 100ccm obiger Lésung bildeten in 
unseren Kolben eine héchstens 83mm dicke Schicht. Die im 
Verlaufe von 20 Minuten bei 120° sterilisierten und geimpften 
Kolben wurden in einem belichteten Brutschrank bei 25° be- 
lassen. Nach wenigen Tagen entwickelte sich die Kultur von 
Azotobacter in Gestalt einer Kahmhaut auf der Oberflache 
der Lésung. Im Substrate dieser Kulturen waren gewoéhnlich 
geléste N-haltige Stoffe enthalten. Zur Abtrennung dieser 
Stoffe haben wir die Lésung zentrifugiert und darauf filtriert; der 
Gesamtstickstoff wurde in einer aliquoten Portion ermittelt. 

Wir betonen ausdriicklich, daB weiter unten nur ein Teil 


unserer zahlreichen Analysen wiedergegeben wird. 

Nr. 1. Vier 6 tigige Kulturen auf 2,4°/,igem Zucker. N in der 
Lésung: 9,6 mg. 

Nr. 2. Dieselbe Loésung. Drei 10tiagige Kulturen. WN in der 
Lésung: 10,7 mg. 

Nr. 3. Drei 10tigige Kulturen. Dieselbe Lisung. N in der 
Lésung: 9,4 mg. 

Nr. 4. Drei 10 tagige Kulturen auf 2,4°/,igem Mannit. N in der 
Losung: 5,2 mg. 

Nr. 5. Dieselbe Lésung. Drei 10tagige Kulturen. N in der 
Lésung: 6,4 mg. 

Nr. 6. Dieselbe Lisung. Zwei 15 tagige Kulturen. N in der 
Lésung: 7,5 mg. 

Nr. 7. Dieselbe Lisung. Zwei 15 tigige Kulturen. N in der 
Lésung: 4,7 mg. 

In den gleichzeitig im Brutschrank belassenen, aber nichi 
geimpften Lisungen machte der N-Gehalt immer nur Bruch- 
teile eines Milligramms aus. 


In allen unseren Versuchen haben wir qualitative Proben 
auf Nitrate (mit Diphenylamin in konzentrierter Mineralsaure), 
Nitrite (mit dem GrieBschen Reagens) und Harnstoff (mit 
Xanthydrol nach Fosse) ausgefiihrt, und erhielten regelmabig 
negative Resultate. Nur in unseren ersten Versuchen haben 
wir daher: die N-Bestimmungen nach Jodlbauer ausgefihrt. 
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in spateren Versuchen bedienten wir uns der gewdhnlichen 
Methode von Kjeldahl. 

Andererseits ergaben Proben auf Ammoniak und Amino- 
siuren in den meisten Fillen positive Resultate. Zu den 
quantitativen NH,-Bestimmungen haben wir die Lisungen bei 
vermindertem Druck und 35° in Gegenwart von CaO destilliert 
und den Ammoniak im Destillate entweder direkt mit 0,1 n- 
Siure titriert, oder colorimetrisch ermittelt. Beide Methoden 
ergaben tibereinstimmende Resultate. Den Aminostickstoff 
haben wir immer nach der Methode von van Slyke bestimmt. 
Nachstehend sind die Resultate einiger Versuche auf Mannit- 
lisungen dargelegt. Als Kontrolllésungen bezeichnen wir die 
nicht geimpften Lésungen, die gleichzeitig mit den Versuchs- 
kulturen im Brutschrank belassen wurden. 


Nr. 8. 10 tigige Kulturen. 

In 300 cem N der geldsten Stoffe: 10,7 mg; Ammoniak-N: 4,9 mg; 
Amino-N: 6,5 mg. 

Kontroll, Gesamt-N in 300 cem: 1,3 mg. 

Nr. 9. 10 tigige Kulturen. 

In 300 ccm N der gelésten Stotte: 6,6 mg; Ammoniak-N: 4,3 mg. 

Kontroll. Gesamt-N in 300 cem: 1,1 mg. 

Nr. 10. 6 tigige Kulturen. 

In 400 cem N der gelésten Stoffe: 13,4 mg; Ammoniak-N: 12,4 mg; 

Kontroll. Gesamt-N in 400 cem: 1,8 mg. 

Nr. 11. 15 tagige Kulturen. 

In 400 ecm Gesamt-N: 67,1 mg; N der gelésten Stoffe: 9,7 mg. 
Ammoniak-N: 5,2 mg; Amino-N: 4,7 mg. 

Kontroll. Gesamt-N in 400 cem: 2,0 mg. 

Nr. 12. 7 tiigige Kulturen. 

In 300 cem Gesamt-N: 47,1 mg; N der gelésten Stoffe: 7,9 mg: 
Ammoniak-N: 2,1 mg; Amino-N: 5,9 mg. 

In 300 cem Kontrollésung. Gesamt-N: Spur. 

Nr. 13. 9 tiigige Kulturen. 

In 400 cem Gesamt-N: 70,9 mg; N der gelésten Stoffe: 8,5 mg; 
Ammoniak-N: 1,3 mg; Amino-N: 7,2 mg. 

In 400 cem Kontrollésung. Gesamt-N: Spur. 

Nr. 14. 38 tigige Kulturen. 

In 400 cem Gesamt-N: 27,4 mg; N der geldsten Stoffe: 4,3 mg; 
Ammoniak-N: 1,1 mg; Amino-N: 3,1 mg. 

Kontroll. Gesamt-N in 400 cem: Spur. 

Nr. 15. 6 tiigige Kulturen. 
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In 400 cem Gesamt-N: 41,8 mg; N der gelésten Stoffe: 5,1 me: 
Ammoniak-N: 1,3 mg; Amino-N: 3,6 mg. 

Kontroll. Gesamt-N in 400 ccm: Spur. 

Nr. 16. 12 tigige Kulturen. 

In 400 ecm Gesamt-N: 56,5 mg; N der gelésten Stoffe: 4,2 mg; 
Ammoniak-N: 0,9 mg; Amino-N: 3,2 mg. 

Kontroll. Gesamt-N: Spur. 

Auch Kulturen auf Zuckerlésungen ergaben analoge Re- 
sultate, auf deren Wiedergabe wir verzichten. 

Ks zeigte sich also, daB sich in den jungen Kulturen von 
Azotobacter agile Ammoniak und Aminosiuren anhiaufen. 
Ks ist kaum zweifelhaft, daB diese Stoffe Produkte der N-Bindung 
durch Azotobacter darstellen, denn absterbende alte Zellen 
sind in jungen Kulturen wohl nicht in solchen Mengen ent- 
halten, die zur Bildung obiger Ammoniak- und Aminosiuren- 
mengen ausreichend wiren. Auferdem ergab es sich, dai 
Azotobacter kein desaminierender Organismus ist, da er 
selbst in Gegenwart von bedeutenden Peptonmengen keine 
Ammoniakbildung hervorruft. Dies ist aus folgenden Ver- 
suchen zu ersehen. 

Nr. 17. Eine 14 tigige Kultur auf der iiblichen Lésung mit 2°, 
Traubenzucker und unter Zusatz von 1°/, Pepton. 

In 100 ecm Gesamt-N: 136,1 mg; Ammoniak-N: 0,7 mg. 

Kontroll. Gesamt-N in 100 cem: 133,1 mg; Ammoniak-N: 0,5 mg. 

Nr. 18. 7 tigige Kulturen auf der iiblichen Lésung mit 2°/, Trauben- 
zucker unter Zusatz von 1°/, Pepton (Pepton-N: 118 mg in 100 cem). 

A. Ammoniak-N in 200 ecm: 1,8 mg. 

B. Ammoniak-N in 200 cem: 0,0 mg. 

Kontroll. Ammoniak-N in 200 cem: 2,7 mg. 

Nr. 19. Eine 9 tiigige Kultur auf der iiblichen Lésung mit Trauben- 
zucker und 1°/, Pepton. Das Peptonpriiparat wurde zur Abscheidung 
von freiem bzw. locker gebundenem Ammoniak unter Zusatz von Cal 
destilliert und alsdann das Calcium als Carbonat gefillt und abfiltriert. 

Gesamt-N in 100 cem: 103,2 mg; Ammoniak-N in 100 cem: 0,0 mg. 

Kontroll. Gesamt-N in 100 cem: 98,9 mg; Ammoniak-N: 0,0 mg. 

Es ist zu beachten, daB die N-Bindung in Gegenwart vou 
Pepton stark gehemmt war. 

Diese Resultate zeigen, daB die Ammoniak- und Amino- 
siurenausbeuten in unseren Versucher wohl durch die primire 
N-Bindung entstanden sind, denn diese Stoffe werden unter 
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solchen Bedingungen gebildet, unter denen keine sekundire 
Ammoniak- bzw. Aminosiiurenbildung méglich ist. Auch 
miBten bei der Spaltung der PlasmaeiweiBstoffe auBer Am- 
moniak und Aminostickstoff andere Formen des Stickstoffs in 
der Lésung enthalten sein. In unseren Versuchen war dagegen 
die Summe der Mengen von Ammoniak- und Aminostickstoff 
immer gleich der Gesamtmenge des Stickstoffs in der Lésung. 
Vel. die Resultate der Versuche 8, 11, 12, 13, 14, 15 und 16. 

Dieser Sachverhalt erinnert lebhaft an die Nitratreduktion 
durch Schimmelpilze, die von 8S. Kostytschew und E. Tswet- 
kowa (a. a. O.) untersucht worden war. In beiden Fiillen 
findet Ammoniakbildung durch Reduktion von HNO, bzw. N, 
auf Kosten der Verbrennung von Zucker oder Mannit statt. 
und die Gesamtmenge des Stickstofis in der Lésung ist genau 
gleich der Summe von Ammoniak- und Aminostickstoff, was 
darauf hinweist, daB keine anderen Formen des gebundenen 
Stickstoffs in der Lésung enthalten sind. 

Die N-Bindung durch Azotobacter ist somit ein Reduk- 
tionsvorgang. Die Annahme einer Oxydation des molekularen 
Stickstoffs durch Azotobacter, die yon anderen Forschern 
seiuBert worden war, ist abzulehnen, da _ sauerstoffhaltige 
N-Verbindungen in Azotobacterkulturen selbst spurenweise 
nicht entstehen und aus den weiter unten beschriebenen Ver- 
suchen ersichtlich ist, dab Azotobacter einen typischen redu- 
zierenden Organismus darstellt. 

Die Bindung des molekularen Stickstofis durch Azoto- 
bacter erfolgt auf Grund des oben Dargelegten im Prinzip 
auf dieselbe Weise, wie im wohl weitaus besten technischen 
Verfahren der N-Bindung nach Haber.') Nun ist zu beachten, 
daB die Habersche Methode die Anwendung von hoher Tem- 
peratur und hohem Druck erheischt, indes die Stickstoff bindung 
durch Azotobacter bei gew6hnlichem Druck und einer T'em- 
peratur von etwa 20° intensiv vor sich geht. Dies ist eine 
neue Illustration der schon lingst bekannten Tatsache, daf 


1) F. Haber u. Le Rossignol, Zs. f. Elektrochem. Bd. 19, 8S. 53 
(1913); Haber u. van Oordt, Zs, f. anorg. Chem. Bd. 44, S. 342 (1905). 
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Pflanzenfermente bedeutend stiirkere Agenzien als unsere an- 
organischen Chemikalien sind. Man vergleiche auch die bei 
der Temperatur der umgebenden Luft glatt verlaufende Eiweib- 
spaltung durch Pflanzenfermente mit der kiinstlichen Kiweib- 
hydrolyse, die nur durch anhaltendes Kochen mit starken 
Mineralsfiuren zu Ende gefiihrt werden kann. 


II. Die Nitratreduktion. 
(Analysen von O. Schwezowa.,) 

Auf Grund unserer Resultate iiber die Stickstoffbindune 
durch Azotobacter lag der Gedanke nahe, daB dieser Mi- 
krobe auch die Nitrate intensiv reduzieren mu: ist doch zu 
solch einer Reduktion ein niedrigeres Reduktionspotential «ls 
zur N-Bindung notwendig. Aus den weiter folgenden Ana- 
lysen ist ersichtlich, daB diese Annahme sich als richtig erwies. 
Die NO,-Bestimmungen wurden nach der colorimetrischen 
Methode von Grandval und Lajoux?) ausgefiihrt. 


Nr. 20. Eine 14 tiigige Kultur auf 2°/,igem Mannit unter Zusatz 
von Calciumnitrat. 

Am Anfang des Versuches Nitrat-N: 14 mg. Ammoniak-N: 0 mg. 

Am SchluB des Versuches Nitrat-N: 0,0 mg; Ammoniak-N: 10,9 mg. 

Nr. 21. Eine 7 tagige Kultur (sehr langsame Entwicklung). Die- 
selbe Lésung (100 cem), aber mit gréBerem Nitratgehalt. 

Am Anfang des Versuches NO,: 140 ng; Nitrat-N: 31,6 ing. 

Am Schlu8 des Versuches NO,: 110 mg; Nitrat-N: 24,8 mg; Ai- 
moniak-N: 4,3 mg. 

Nr. 22. Eine 20 tagige Kultur. Dieselbe Lésung (100 cem). Lang- 
same Entwicklung. 

Am Anfang des Versuches NO,: 140 mg; Nitrat-N: 31,6 mg. 

Am SchluB des Versuches NO,: 25 mg; Nitrat-N: 5,6 mg; Ammo- 
niak-N: 15,8 mg. 

Nr. 23. Eine 25 tiigige Kultur. Dieselbe Lésung (100 ccm). Sehr 
langsame Entwicklung. 

Am Anfang des Versuches NO,: 140 mg; Nitrat-N: 31,6 mg. 

Am SebluB des Versuches NO,: 0 mg; Nitrat-N: 0mg; Ammo- 
niak-N: 17,1 mg. 

Nr. 24. Eine 11 tagige Kultur. Dieselbe Lésung (100 cem). 

Am Anfang des Versuches NO,: 106 mg; Nitrat-N: 24,1 mg; Am- 
moniak-N: 0 mg. 





1) Grandval u. Lajoux, C.R. Bd. 101, S. 62 (1885). 
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Am Schlu8 des Versuches NO,: 18 mg; Nitrat-N: 4,1 mg; Ammo- 
niak-N: 14,7 mg. 

In obigen Versuchen hat keine Bindung des molekularen 
Stickstoffs stattgefunden (s. unten). In weiteren Versuchen 
war die Nitratgabe eine weit geringere, so daB die Assimilation 
des molekularen Stickstoffs hierdurch nicht verhindert wurde. 
Auch unter diesen Verhiltnissen hat jedoch Nitratverbrauch 
und Ammoniakbildung stattgefunden. 

Nr. 25. Eine 10 taigige Kultur auf derselben Mannitlésung, die in 
vorstehenden Versuchen in Anwendung kam, nur war die Nitratgabe 
bedeutend geringer. 

Am Anfang des Versuches NO;: 22 mg; Nitrat-N: 5,0 mg. 

Am SchluB des Versuches NO,;: 0 mg; Nitrat-N: 0 mg; Ammo- 
niak-N: 3,6 mg. 

Nr. 26. Eine 13 tiigige Kultur auf derselben (100 cem) 

Am Anfang des Versuches NO: 22 mg; Nitrat-N: 5,0 mg. 

Am SchluB des Versuches NO,: 0 mg; Nitrat-N: 0 mg; Ammoniak-N: 
3,2 mg. 

Es wurden noch mehrere andere Versuche ausgefiihrt, die 
eine Nitratreduktion durch Azotobacter auBer Zweifel stellen. 

Die Versuche dieser Serie heferten also ein den laufenden 
Vorstellungen durchaus widersprechendes Resultat. Es zeigte 
sich, daB Azotobacter nicht nur keine Nitratbildung hervor- 
ruft, sondern auch die etwa vorhandenen Nitrate mit iiber- 
raschender Intensitiit (dieselbe muB selbstverstiindlich nach der 
Menge des verarbeiteten Nitrats, nicht aber nach der im 
Substrat nur voriibergehend vorhandenen NH,-Menge beurteilt 
werden) zu Ammoniak reduziert. Diese reduzierende Wirkung 
ist so bedeutend, daB sie im Boden wohl eine wichtige Rolle 
spielt. Schon lingst ist es bekannt, daB Bedingungen, welche 
die aerobe N-Bindung im Boden beférdern, auf die Nitrifikation 
scheinbar deprimierend einwirken. Dieser Umstand ist viel- 
leicht darauf zuriickzufiihren, daB die michtige Reduktions- 
wirkung von Azotobacter der Titigkeit der nitrifizierenden 
Mikroben antagonistisch ist und Ammoniakbildung aus Nitraten 
bewirkt. Aus den weiter unten dargelegten Analysen ist zu 
ersehen, daB hierbei kein Stickstoffverlust stattfindet. Die 
durch Azotobacter hervorgerufene Reduktion der Nitrate 
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zu Ammoniak verliuft ganz glatt und hat also mit der so- 
genannten Denitrifikation gar nichts zu tun. 


III. Der Einflu8 von Stickstoffverbindungen auf die Assimilation 
des molekularen Stickstoffes durch Azotobacter. 


In allen Versuchen dieser Serie wurden einzelne Kultur- 
kolben zu je 100 ccm Nahrlésung analysiert. 


Serie A. Versuche mit Ammoniak. 
(Analysen von A. Ryskaltschuk.) 


Alle Versuche mit ammoniakhaltigen Nihrmedien zeigen, 
daB bei einer Ammoniakgabe von etwa 15mg N auf 100 ccm 
Lésung die Assimilation des molekularen Stickstoffs sehr un- 
bedeutend ist, bei noch gréSeren Ammoniakgaben wird sie 
vollkommen sistiert. 


Nr. 27. 10 tiigige Kulturen auf 2°/, iger Zuckerlésung (zu je 100 ccm) 
unter Zusatz von Ammoniumsulfat. 


1. Kontrolle (nicht geimpft) . . . . . Gesamt-N: 14,7 mg 
2. Dieselbe Lisung, geimpft . ... . ” 16,7 ,, 
3. Desgl., doppelte NH,-Menge, geimpft . = 30,1 ,, 
ae Poe - 30,1 ,, 


Nr. 28. 18 tiigige Kulturen unter denselben Bedingungen wie im 
vorstehenden Versuche. 


1. Kontrolle (nicht geimpft) . . .. . . . . Gesamt-N: 14,6 mg 
2. Dieselbe Lésung, geimpft . . . . - as s 
3. Dies. Lis. mit doppelter NH,-Menge, cet: és 30,3 _,, 


Nr. 29. 12 tagige Kulturen unter denselben Bedingungen wie in 
den beiden vorstehenden Versuchen. 


Kultur Gesamt-N Ammoniak-N 
1. Kontrolle (nicht geimpft) . . . . . 16,1 mg 16,1 mg 
2. Dieselbe Loésung, geimpft . . . . . 17,5 ,, 8,4 ,, 
3. Desgl. mit doppelter NH,-Menge . . 32,0 ,, 10,4 ,, 
4, Desgl. mit dreifacher NH,-Menge . . 47,6 ,, 15,4 ,, 


Obige Versuche zeigen deutlich, daB der zugesetzte Am- 
moniak von Azotobacter resorbiert wird. Die vollkommene 
Verhinderung der N-Bindung durch NH,-Gabe ist leicht be- 
greiflich, da Ammoniak ein direktes Produkt der N-Bindung 
ist und also den Vorgang nach dem Massenwirkungsgesetz 
hemmen muB. 
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Serie B. Versuche mit Salpetersiure. 
(Analysen von O. Schwezowa.) 

Die zahlreichen Versuche ergaben, daB die Nitratgabe auf 
den Vorgang der N-Bindung stark hemmend einwirkt. Bei 
einem Gehalt von 24 mg Nitratstickstoff auf 100 com Liésung 
ist keine N-Bindung mdglich, wie es aus den beiden folgenden 
Versuchen zu ersehen ist. 

Nr. 30. Kine 10 taigige Kultur auf 100 eem einer 2°/, igen Mannit- 
lésung, unter Zusatz von Calciumnitrat gezogen. 


1. Kontrolle (nicht geimpft) . . . Gesamt-N: 24,1 mg 

2. Dieselbe Lésung, geimpft. . . ‘os 24,0 ,, 
Nr. 31. Wiederholung des vorstehenden Versuches. 

1. Kontrolle (nicht geimpft) . . . (Gesamt-N: 24,1 mg 

2. Dieselbe Liésung, geimpft. . . a a 


In den Versuchen 30 und 31 wurde der Gesamtstickstoff 
nach der Methode von Kjeldahl-Jodlbauer ermittelt. 


Serie C. Versuche mit Pepton. 
(Analysen von A.Ryskaltschuk und O. Schwezowa.) 

Kine jede Kultur dieser Serie wurde auf 100 ccm der 
gewohnlichen Niahrlésung mit 2,4 g Zucker und verschiedenen 
Peptonmengen gezogen. Analysiert wurden immer einzelne 
Kulturkolben. Der Gesamt-N wurde nach Kjeldahl, der 
Zucker nach G. Bertrand ermittelt. 

Nr. 32. Eine 30 tigige Kultur mit 0,2 g Pepton. 


Kontrolle (nicht geimpft). . . Gesamt-N: 24,9 mg 
Dieselbe Loésung, geimpft . . ‘i 46,3 ,, 


Zuckerverbrauch 2g. Auf 1g Zucker hat die Kultur 
10,7 mg N gebunden. 

Nr. 33. Eine 13 tagige Kultur mit 0,2 g Pepton. 

Kontrolle (nicht geimpft). . . Gesamt-N: 24,9 mg 
Dieselbe Lésung, geimpft . . 33,5 ,, 

Zuckerverbrauch 1,24 g. Auf 1g Zucker wurden 6,9 mg N 
gebunden. 

Aus den beiden obigen Versuchen ist ersichtlich, daB die- 
selbe N-Menge, die in Form von Ammoniak oder Salpetersiure 
die Bindung des molekularen Stickstoffs vollkommen verhinderte, 
in Form von Pepton keinen Einflu8 ausiibte. Auf 1g Zucker 
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berechnet, war die N-Bindung in obigen Versuchen ebenso 
intensiv wie ohne Peptongabe (s. unten.) 
Nr. 34. Eine 30 tégige Kultur mit 0,5 g Pepton. 
Kontrolle (nicht geimpft) . . . Gesamt-N: 65 mg 
Dieselbe Lésung, geimpft . . . mn uae 
Zuckerverbrauch 2,3 g. Auf 1 g Zucker wurden 5,2 mg N 
cebunden. 
Auch unter Zusatz von 65 mg Peptonstickstoff auf 100 ccm 
Nahrlésung ist also die N-Bindung ziemlich intensiv. 
Nr. 35. Eine 9 tiigige Kultur mit 1 g Pepton. 


Kontrolle (nicht geimpft). . . Gesamt-N: 98,9 mg 
Dieselbe Lésung, geimpft . . a. 108,2 ,, 


Nr. 36. Eine 16 tigige Kultur auf derselben Loésung mit einem 
anderen Peptonpriparat, 


Kontrolle (nicht geimpft)} . . Gesamt-N: 133,1 mg 
Dieselbe Lésung, geimpft . . m 186,1 ,, 


Nr. 37. Eine 12 tiigige Kultur auf derselben Lésung. Schlechtes 
Wachstum. 


Kontrolle (nicht geimpft) . . Gesamt-N: 132,0 mg 
Dieselbe Liésung, geimpft . . = 1824 . 


Nr. 38. Eine 12 tigige Kultur auf der 2,4°/, igen Maunitlésung mit 
1g Pepton. Sehr schlechtes Wachstum. 


Kontrolle (nicht geimpft) . . Gesamt-N: 132,0 mg 
Dieselbe Lésung, geimpft . m 132,6 ,, 

Unsere Versuche zeigen, daB kriaftige Azotobacter- 
kulturen selbst unter Zusatz von 130 mg Peptonstickstoff auf 
je 100 ccm Nihrlésung eine gewisse Menge des molekularen 
Stickstoffs binden; nur ganz schwache Kulturen haben bei 
einer so ausgiebigen Peptongabe keine N-Assimilation aus der 
Atmosphire aufgewiesen. Es ist iibrigens die Annahme nicht 
ausgeschlossen, daB bei sehr reichlicher Peptongabe die Hem- 
mung der N-Bindung durch die in Peptonpraparaten immer 
vorhandenen kleinen Ammoniakmengen hervorgerufen wird. 
Jedenfalls steht es auBer Zweifel. daB sowohl Ammoniak, als 
Salpetersiiure die N-Bindung erheblich starker hemmen als 
Pepton. Dies ist auch nicht verwunderlich, da Ammoniak 
das erste Produkt der N-Assimilation ist und den Vorgang 
der N-Bindung nach dem Massenwirkungsgesetz hemmt, Sal- 
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petersiure aber die reduzierende Wirkung des Azotobacters 
nach der Richtung des geringeren Widerstandes ablenkt. Aus 
den weiter unten dargelegten Versuchen wird ersichtlich werden, 
daB die organischen N-haltigen Bestandteile der humusreichen 
Biden gar keinen hemmenden EKinflu8 auf die N-Bindung haben. 


IV. Bu&t Azotobacter die Fahigkeit zur N-Bindung 

in Laboratoriumskulturen ein? 
(Analysen von 0. Schwezowa.) 

Hs ist eine laingst bekannte Tatsache, daB anaerobe 
\-bindende Mikroben nach langdauernder Kultur auf kiinst- 
lichen Nihrmedien die Fahigkeit zur N-Bindung verlieren. In 
unserem Laboratorium wurden wiederholt verschiedene Rassen 
von Clostridium Pasteurianum aus verschiedenen Béden 
isoliert. Alle diese Rassen waren nach etwa 20 Uberimpfungen 
immer nicht mehr fahig, den molekularen Stickstoff zu binden 
und muBten zur Wiederherstellung des N-bindenden Vermégens 
einer Bodenpassage unterzogen werden. Um so auffallender 
erschien uns die Tatsache, daB unsere jahrelang im Labora- 
torlum auf Zuckeragar bzw. auf Zucker- oder Mannitlésungen 
geziichteten Kulturen von Azotobacter agile ihre Fihigkeit, 
molekularen Stickstoff zu binden, nicht eingebiiBt haben. Wir 
haben auBerdem den folgenden Versuch wiederholt ausgefiihrt. 
Azotobacter agile wurde mehrere Generationen hindurch in 
Gegenwart einer solchen Menge von Ammoniakstickstoff kulti- 
viert, daB die N-Bindung vollkommen verhindert war. Dann 
iiberimpfte man die Kultur auf eine N-freie Lésung und priifte 
sie in betreff der Assimilation des molekularen Stickstoffs. 

Nach 20 Uberimpfungen auf eine Nahrlésung mit Am- 
moniumsulfat war das Wachstum von Azotobacter stark 
gehemmt und nach 24 Uberimpfungen war iiberhaupt keine 
Entwicklung des Mikroben auf dem ammoniakhaltigen Substrat 
zu erzielen. Nichtsdestoweniger haben die 20mal auf eine 
ammoniakhaltige Lésung iiberimpften Kulturen nach der 
Impfung auf eine N-freie Lésung den molekularen Stickstoff 
ebensogut assimiliert, wie die Kontrollkulturen, die fortwahrend 
auf N-freien Substraten gezogen worden waren. 
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Nr. 39. Vier Kulturen auf der tiblichen N-freien Niéhrlésung (100 ccm) 
mit 2g Zucker. Die Kulturen A und B wurden vorher in 20 Generationen 
auf einer (NH,),SO,-haltigen Lisung geziichtet (die Lésung enthielt 
30 mg Ammoniakstickstoff in 100 cem); die Kulturen C und D wurden 
vorher nur auf N-freien Medien gezogen. 








" Zucker N gebunden 
Kult N d ; 
_— verbraucht * ene auf 1 g¢ Zucker 
A. ‘Ttigige Kultur. . ll g 9,1 mg 8,3 mg 
B. 11 tagige Kultur. . 2,0 18,3 9,1 
C. Ttagige Kultur. . 0,8 7,4 9,2 
D. 11 tigige Kultur. . 1,7 15,2 9,0 











Aus diesem Versuch ist zu ersehen, daB Azotobacter 
agile, zum Unterschied von Clostridium Pasteurianum, 
die Fahigkeit zur N-Bindung selbst unter den iiberaus un- 
giinstigen Bedingungen nicht einbiiBt. Obige N-Ausbeuten sind 
fiir unsere Kultur auf Zuckerlésungen als normal zu bezeich- 
nen. Es ergab sich aus den Resultaten der zahlreichen Ver- 
suche, daB die N-Ausbeuten pro 100 ccm immer gréBer sind 
auf Mannitlésungen als auf Zuckerlésungen. Als Illustration 
dieser Regel mége folgender Versuch dienen. 

Nr. 40. Vier Kulturen auf je 100 ecm der iiblichen Nihrlésung. 
K ohlenstoffquelle Zucker oder Mannit. 


A. 5 tigige Kultur auf 2°/,igem Invertzucker. Gesamt-N: 8,7 mg 
B. 5 tigige Kultur auf 2°/,igem Mannit. . . - 17,7 
C. 9tagige Kultur auf 2°/,igem Invertzucker . - 14,1 
D. 9 tigige Kultur auf 2°/)igem Mannit. . . ‘ 20,0 


V. Der Einflu8 des humusreichen Bodens auf die N-Bindung 
durch Azotobacter. 
(Analysen von O. Schwezowa.) 

Diese Versuchsreihe bildet eigentlich eine Nachpriifung 
der Ergebnisse anderer Forscher, in erster Linie derjenigen 
von Krzemieniewski.') Der genannte Forscher gibt an, dab 
die N-Bindung von Azotobacter durch die natiirlichen 
Humusstotie, oder gar durch Gartenerde auBerordentlich stark 


1) $8. Krzemieniewski, Bull. de l’académ. des sciences de Cracovie, 
Jahrg. 1908, S. 993. 
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stimuliert wird. Bedeutend schwicher wirkten in Krzemie- 
niewskis Versuchen wiBrige Bodenextrakte. Diese Resultate 
Krzemieniewskis erschienen als iiberraschend, durch unsere 
Versuche wurden dieselben aber vollkommen bestitigt. Die 
N-Ausbeuten pro 1 g Zucker waren in unseren Versuchen 
selbst gréBer als diejenigen von Krzemieniewski. Zur Er- 
liuterung des soeben Dargelegten wollen wir nur ein paar 
Versuche anfihren. 

Nr. 41. Unsere Kulturen assimilierten auf der iiblichen 2°/, igen 


Traubenzuckerlésung folgende N-Mengen. Die Zuckerbestimmungen 
wurden nach Bertrand ausgefiihrt. N in Kontrollkolben (10 Tage) 








0,4 mg. 
Zucker , ae N gebunden 
Kulturdauer : N assimiliert 5° 
verbraucht auf 1 g Zucker 
5 Tage 0,50 g 3,7 mg 7,4 mg 
7 2,00 13,5 6,7 
10 1,55 11,2 7,2 











Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, daB unsere Kulturen 
rund 7 mg N auf 1 g Zucker assimilierten. 
Gartenerde erhielten wir dagegen folgende Ausbeuten. 


Nach Zusatz von 


Nr. 42. Zwei Kulturen auf derselben Lésung mit je 30 g sterili- 


sierter Gartenerde. 


N im Kontrollkolben 71,8 mg. 


Zuckergehalt 2,25°/,. 


Dauer der Kulturen 10 Tage. 





Zucker 


N im Versuchs- iia N gebunden 
verbraucht kolben 6 auf 1 g Zucker 
21¢ 108,8 mg 37,0 mg 17,6 mg 

1,48 109,8 38,0 25,7 











Nr. 43. Eine Kultur auf derselben Lésung mit 30 g sterilisierter 


Gartenerde. 
kolben 52,2 mg. 


Zuckergehalt 1°/)5; Kulturdauer 10 Tage; N im Kontroll- 








Zucker N im Versuchs- ee ee N gebunden 
verbraucht kolben auf 1g Zucker 
0,9 g 74,8 mg 22,6 mg 25,1 mg 











Ks zeigte sich also, daB eine stickstofireiche sterilisierte 
Gartenerde die N-Bindung durch Azotobacter auferordent- 
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lich stark stimulierte. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB man 
die N-Ausbeuten durch geringere Zuckergaven noch weiter 
steigern kénnte. Sowohl aus unseren Resultaten, als aus den- 
jenigen von Krzemieniewski, ist der SchluB zu zichen, das 
die N-Ausbeuten in Laboratoriumsversuchen auf kiinstlichen 
Nahrbéden im Durchschnitt bedeutend niedriger sind als die. 
jenigen im Erdboden unter natiirlichen Verhiltnissen. er 
Mechanismus der Wirkung von Erde ist nicht klargelest 
worden. Orientierende Versuche haben dargetan, dab der 
Erdboden weder durch verschiedene Gele, noch durch wiii- 
rige Ausziige aus dem niimlichen Boden ersetzt werden kann, 
obwohl die genannten Kinwirkungen an und fiir sich ebenfalls 
eine geringe Steigerung der N-Bindung hervorrufen. Auf eine 
Wiedergabe unserer einschliigigen Resultuate glauben wir ver- 
zichten zu diirfen, da sich dieselben durch die Resultate von 
Krzemieniewski decken. 

Zum Schlub ist es notwendig, die allgemeine Frage aut- 
zuwerfen, ob die N-Ausbeute auf 1 g Zucker als MaB zur 
Schitzung der Intensitét der N-Bindung durch die Mikrobeu 
eines bestimmten Bodens dienen kann. Unserer Meinung nach 
ist dies keineswegs der Fall. Verschiedene Beobachtungen 
deuten darauf hin, daB die reichliche N-Ausbeute auf 1 g Zucker 
nicht selten bei unbedeutenden Gesamtausbeuten an gebundenem 
Stickstoff und namentlich bei Mangel an energetischem Material 
zu verzeichnen ist. Der Sachverhalt ist hier also ungefiilir 
derselbe wie bei der Schiitzung der Pilzernte auf verschiedenen 
Nahbrlésungen. Der sogenannte ékonomische Quotient, d.i, das 
Pilztrockengewicht auf 1 g des verbrauchten Nihrstoffes kann 
selbstverstindlich nicht als MaB des Naihrwertes verschiedener 
organischer Stoffe dienen. So ist der genannte Quotient au! 
Fett gréBer als auf Zucker; ungeachtet dessen entstelen 
auf Zucker iippige Pilzdecken, wogegen auf Fett immer nur 
ein diirftiges Wachstum zu erzielen ist. In analoger Weise 
kann bei einem verhiltnismaBig verschwenderischen Verbrauch 
des energetischen Materials im Boden unter Umstiinden ein 
erheblich stirkeres Wachstum der N-fixierenden Mikroben und 
folglich eine weit gréBere Anreicherung des Bodens mit Stick- 
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stoff stattfinden, als bei einer gréBeren Ausbeute auf 1 g des 
energetischen Materials aber schwacher Entwicklung der N- 
hindenden Mikroben. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Das erste Produkt der Bindung des molekularen Stick- 
stols durch Azotobacter agile ist Ammoniak, Alsdann 
entstehen Aminogruppen als Vorstufe der HKiweibsynthese. 
Sauerstoffhaltige N-Verbindungen werden selbst spurenweise 
nicht erzeugt. 

2. Dieses Verhalten ist demjenigen der Schimmelpilze bei 
Nitraternihrung analog, das von 8S. Kostytschew und 
Kk. Tswetkowa studiert worden war. Sowohl die N-Bindung 
als die Nitratverarbeitung sind extrazellulare Reduktions- 
vorgange, die zur Ammoniakbildung fihren. 

3. Die Desaminierung der Aminosiuren wird vom Azo- 
tobacter in Gegenwart von Zucker nicht zustande gebracht. 

4. Nitrate werden vom Azotobacter ohne N-Verlust 
intensiv zu Ammoniak reduziert. Azotobacter ist also ein 
typischer reduzierender Mikrobe. Im Boden muB seine Wirkung 
derjenigen der nitrifizierenden Bakterien antagonistisch sein. 

5. Bei Ernahrung mit Ammoniumsalzen oder Nitraten 
assimiliert Azotobacter nicht den molekularen Stickstoff. 
Pepton iibt dagegen nur in sehr groBen Mengen eine de- 
primierende Wirkung auf die N-Bindung aus. 

6. Die Angaben von Krzemieniewski beziiglich der 
stark stimulierenden spezifischen Wirkung des Erdbodens auf 
die N-Bindung durch Azotobacter warden bestitigt. In 
unseren Versuchen erreichten die N-Ausbeuten in Gegenwart 
von Gartenerde 25 mg auf 1 g des verbrauchten Zuckers. 

7. Zum Unterschied von Clostridium Pasteurianum 
verliert Azotobacter nicht die Fahigkeit, molekularen Stick- 
stoff zu binden nach einer dauernden Kultur auf kiinstlichen 
Naihrmedien. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. “ 





Gewinnung von 1-Leucyl-d-glutaminsdure und seines 
Anhydrides aus mit Trypsin verdautem Gliadin. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Januar 1926.) 


2 kg in bekannter Weise aus Weizenmehl gewonnenes 
Ghadin wurden in 10 Liter Wasser suspendiert. Das Gemiscli 
wurde nach Zusatz von drei fein zerhackten Pankreasdriisen yon 
Schweinen mit Natriumbicarbonat schwach alkalisch gemacht. 
Ks wurde dann 8 Wochen bei 37° aufbewahrt. Von Zeit 7 
Zeit wurde die Reaktion der Lisung nachgepriift und dafiir ge- 
sorgt, daB sie schwach alkalisch blieb. Das Verdauungsgemisc!: 
zeigte bei Abbruch der Verdauung keine Biuretreaktion mehvr. 
Ks wurde unter vermindertem Druck bei etwa 40° Wasser- 
temperatur vollkommen zur Trockne verdampft. Der Riickstand 
wurde mit absolutem Alkohol iibergossen; nachdem mit dieser 
griindlich durchgemischt worden war, erfolgte wieder Kindampteu 
bis zur Trockne. Hierauf wurde der Riickstand, weil seine 
Beschaffenheit zur direkten Extraktion ungeeignet war, mit 
so viel Wasser iibergossen, bis eine ziihe, sirupése Masse eut- 
stand. In diese wurde unter Umriihren reiner Seesand ein- 
getragen. Es entstand so eine briécklige feste Masse, die sic! 
gut in die Hiilsen des Soxhletapparates einfiillen lieB. Sie 
wurde nacheinander bis zur jeweiligen Erschépfung mit Kssig- 
iither, Aceton, Methylalkohol und Chloroform extrahiert. 
Aus dem KEssigitherauszug lieB sich in ganz geringer Menge 
Leucinimid gewinnen; ferner waren allem Anscheine nacl 
Leucyl-glycinanhydrid und Alanyl-glycinanhydrid zu- 
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vegen. Die Ausbeuten an diesen Substanzen waren gering. Der 
Aceton-Chloroformauszug ergab keine reinen Substanzen, dagegen 
konnte aus dem Methylalkoholauszug in gréBerer Menge (8 g 
Rohprodukt) eine krystallinische Substanz abgeschieden werden, 
(die nach wiederholtem Umlésen aus heiBem Methylalkohol ein- 
heitlich aussah. Krystallform: derbe Nadeln. Sie wurde bei 
105° unter Anwendung von oluol getrocknet. Sie zeigte beim 
Erhitzen im Capillarrohr Zersetzung gegen 200°. Die Ninhydrin- 
reaktion fiel negativ aus, dagegen war die Pikrinsaéurereaktion 
stark positiv. Wurde die Substanz mit n-Alkali erwirmt, dann 
wurde die Pikrinsiurereaktion negativ, wahrend die Ninhydrin- 
reaktion positiv wurde. bei der vollstiindigen Hydrolyse des 
sewonnenen Produktes durch Kochen mit konzentrierter Salz- 
siure konnten als Bausteine nur Leucin und Glutaminsiure 
nachgewiesen werden und zwar in einem Mengenverhiltnis, das 
ir ein aus diesen beiden Aminosduren bestehendes Produkt sprach. 
Die Molekulargewichtsbestimmung ergab die Werte: 248,246. 
Die Analyse lieferte folgendes Ergebnis: 


0,1521 g Substanz gaben 0,3052 g CO, und 0,1026 g H,0O. 


0,1012 g * verbrauchten 8,3 eem n/10-H,SO,. 
Fiir C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 242,22): 
Ber. 54,52 °/, C 7,49 °/, H 11,53 °/, N 


Gef. 54,73, 749, 11,48 


Die erhaltenen Werte stimmen gut auf ein aus Leucin und 
Glutaminsiure bestehendes Dipeptid —1 Molekiil Wasser. Es 
bestehen unter der Annahme, da Leucyl-glutaminsiiure das dem 
Anhydrid entsprechende Dipeptid darstellt und unter Aufer- 
achtlassung desmotroper Formen u. a. die beiden folgenden 
Moglichkeiten der Struktur der erhaltenen Verbindung: 

COOH /CH, 


CH,-COOH CO-NH-CH-CH,-CH 
| cH 
CH, CH-NH 3 
| 
YW) UN x | | 
JO HN, Us 4 CH, | 
CH OH-CH,-CH | | 
\NH—oc” NCH, CBs | 
I co 
i 
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Auf Grund der Feststellung der positiven Pikrinsiiure. 
reaktion und der negativen Ninhydrinreaktion und insbesondere 
in Hinsicht auf die Beobachtung, daB beide Reaktionen dadurch 
verindert werden kénnen, daf mit Alkali erwirmt wird, moichtey 
wir die erste Struktur fiir die isolierte Verbindung annehmien, 
Dazu kommt, da8 das durch Synthese gewonnene Produkt iy 
seinen Kigenschaften gut mit dem aus Gliadin isolierten iiber- 
einstimmt.') Das gewonnene Anhydrid war optisch-inaktiy. 

Leucyl-glutaminsaiure ist bereits beim stufenweisen 
Abbau von Gliadin gewonnen worden.’) Die Verbindung konnte 
auch im vorliegenden Falle nach Auflésen der mit Sand ver- 
mischten, oben erwiihnten Masse in Wasser und durch Fiillen 
der durch fraktionierte Krystallisation vom gré8ten Teil der 
schwer léslichen Aminosiuren befreiten Lésung mit Silbernitrat 
und Ammoniak isoliert werden. 

0,0845 g Substanz verbrauchten 6,4 eem n/10-H,SQ,. 

0,0914 g a gaben 0,1695 g CO, und 0,0626 g H,O. 

Fiir C,,H.)N,O, (Mol.-Gew. 260,17): 

Ber. 50,74 °/, C 7,75 /, H 10,77 °/, N 

Gef. 50,57  ,, 7,60 ,, 10,60, 
') Vgl. Emil Abderhalden u. Rossner, Diese Zs. im Erscheinen. 
*) Th. B. Osborne u. G. M. Clapp, Americ. J. of Physiol. Bd. 1, 
S. 123 (1907). — Emil Fischer u. Emil Abderhalden, Chem. Ber. 
Bd. 40, S. 8544 (1907). — Vgl. auch Emil Fischer, Ebenda Bad. 40. 
S. 3704 (1907). 
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Untersuchungen zur Charakterisierung der Pepsinwirkung. I. 
Von 


H. Steudel, J. Ellinghaus und A. Gottschalk. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
\usgefGhrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Januar 1926.) 


Bei Untersuchungen, die die Priifung der Anwendbarkeit 
der colorimetrischen Bestimmungsmethode der Aminosiuren 
nach Folin auf Verdauungsgemische zum Gegenstand hatten, 
war von Uwatoko!) und Ellinghaus?) gefunden worden, daf 
sich Aminosiiuren bequem und mit groBer Schirfe mit dieser 
Methode in Verdauungsgemischen nachweisen lassen. Bei der 
pankreatischen Verdauung wurden mit der Folinschen Me- 
thode fast die gleichen Werte gefunden, die mit den anderen 
bisher bekannten Verfahren (Sdrensen und van Slyke) er- 
halten worden waren. Bei der Untersuchung der peptischen 
Verdauungsfliissigkeiten konnte mit grofer Genauigkeit kon- 
statiert werden, daB durch Pepsinwirkung aus dem Eiweif 
keine Aminosiiuren herausgelést werden. Das Resultat ent- 
spricht durchaus den geliufigen Anschauungen, daB das Pepsin 
nicht befahigt ist, die sogenannten Peptidbindungen zu lésen. 
Welcher Art aber die Bindungen sind, die fiir peptische Fer- 
mente angreifbar sind, dariiber ist man sich heute noch vdllig 
im Unklaren. Wir haben nun versucht, auf Grund folgender 
Uberlegungen hier einen Schritt weiter zu kommen. 


1) Diese Zs. Bd. 139, S. 76 (1924). 
2) Diese Zs. Bd. 145, S. 40 (1925). 
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Werden Bindungen vom Peptidtypus ... CO—NH... aui- 
gespalten, so mu8 die Anzahl der NH,-Gruppen in demselben 
MaBe zunehmen wie die der COOH-Gruppen. 

...CO—NH... +H,O =...COOH + IN... 

Kin MaB fiir die Bestimmung der freien Aminogrup)e 
besitzen wir nun in der Folinschen colorimetrischen Methode 
und in der Methode nach van Slyke. Die freien Carboxy]- 
gruppen lassen sich nach dem von Willstiitter') angegebenen 
Verfahren titrieren. Werden also durch die Einwirkung des 
peptischen Fermentes Amino- und Carboxylgruppen in iiqui- 
valenten Mengen frei, so miissen alle Methoden gleiche Werte 
ergeben. Zum weiteren Vergleich haben wir auch die Sérensen- 
sche Methode herangezogen. Wir geben die Resultate wieder. 
ohne uns hier in eine theoretische Betrachtung der Grund- 
lagen der verschiedenen Methoden einzulassen. 

Im besonderen gingen wir so vor, daf& wir EiweiBkérper 
der Pepsinverdauung iiberlieBen und nach einiger Zeit die un- 
vorbehandelten?) Filtrate auf Gesamtstickstoff, Carboxylgruppen 
vach Willstatter und auf Aminosiurestickstoff nach van 
Slyke untersuchten. Ferner wurde eine Titration nach Sé- 
rensen angestellt. Endlich wurden in einer weiteren Probe des 
Ansatzes die Eiwei®kérper nach Folin entfernt und im Filtrat 
noch eine Bestimmung nach van Slyke und nach Folin an- 
gestellt (vgl. Protokolle). Diese letzten beiden Bestimmungen 
sollten nur als Kontrolle dienen und zeigen, ob wirklich die 
beiden angewandten Untersuchungsverfahren auch unter dieseu 
Umstinden die gleichen Werte lieferten. 

Um ein Urteil iiber die Zuverlissigke it der von uns be- 
nutzten Methoden zu gewinnen, haben wir zuerst Clupeinsuliat 
der Pepsinverdauung unterworfen. Es ist bekannt, daB Clupein 
nicht von Pepsin angegriffen wird. Dementsprechend konnten 


1 R. Willstaitter u. E. Waldschmi dt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 2988 (1921). 

*) In einigen Versuchen (vgl. Protokolle) wurde vor Ausfithrung 
der Bestimmung nach van Slyke das im Ansatz enthaltene Ammoniak 
durch Sehiitteln mit Permutit entfernt [vg]. Folin u. Bell, Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 29, S. 329 (1917). 
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Tabelle di. 





Nr. des 
Versuches 

















a b Cc d Verbilty 9 

Nach v. | Nach v. }des Case 

Slyke im| Slyke u. | oxy. f 

unvorbe- | Folin im |zuwachsfe 

Zuwachs an n/5-NaOH| Aus titrierten Carb- |handelten} vorbe- {berechndh 

im unvorbehandelten | oxylen errechneter Ansatz jhandelten| auf \— 
Ansatz 1) N-Zuwachs ermittel- Ansatz Zum NX. 

ter N- | ermittel- | Zuwachf 

Zuwachs | ter N- [berechydh 

Zuwachs faus by 

— 0,25 cem (24 Stdn.) - 0,7 mg —0,5mg]}] 0,0 mg - 

+ 6,25 cem (24Stdn.) | +17,5 mg +3,0 +1,2 1,83 «| 
+ 5,75 eem ( 4S8tdn.) | +16,10mg ( 4Stdn.) | +4,5 +0,7 38:1 
+ 6,00 ccm (24 Stdn.) | +16,80 mg (24 Stdn.) | +6,3 +1,9 2.67: 1 
+ 5,25 cem ( 4Stdn.) | +14,70 mg +-3,1 +0,5 4.743] 
+ 4,75 cem (24Stdn.) | +13,30 +5,2 +0,9 2.56 +1 
+ 5,00 cem ( 4Stdn.) | +14,00 +4,2 +1,4 8.34:1 
+ 6,25 cem (24 Stdn.) | +17,50 +6,9 +2,7 2.5451 
+16,50 cem (24 Stdn.) | + 46,20 +7,9 +2,1 5,85 1 


wir auch mit unseren Methoden keine Ausschliige beobachten. 
Dann sind wir zur Untersuchung anderer Eiweibk6érper iiber- 
gegangen und haben bisher die Verdauung von Casein, Serum- 
globulin’), Serumalbumin’) und Glutencasein*) verfolgt. Bei 
der peptischen Verdauung der untersuchten EiweiBkérper wurde 
nun gefunden, daB die Menge der titrierten Carboxylgruppen 
immer gréBer war als die der ermittelten Aminogruppen. Und 
zwar lieferten gleichmaiBig die Methoden von Willstatter 
und von Sérensen die hédheren Werte, diejenigen von van 
Slyke die niedrigeren. Da8 diese niedrigeren van Slyke- 
Werte nicht etwa durch die Methodik bedingt sind, konnte 
durch Vergleich mit Folins colorimetrischem Verfahren gezeigt 


1) Die nach Willstitter mit n/1-NaOH ermittelten Werte sind 
auf n/5-NaOH umgerechnet. 

*) Die reinen Eiwei8kérper verdanken wir Herrn Prof. Kutscher. 
Sie haben als Objekt fiir die in dieser Zs. Bd. 31, S. 165 (1900) be- 
schriebenen Versuche iiber quantitative Bestimmung der Hexonbasen 
gedient. 
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werden. Nach Entfernung der Kiwei8kérper gaben die Methoden 
yon van Slyke und von Folin iibereinstimmende Werte. 

Unsere Versuchsergebnisse sind in vorstehender Tabelle | 
und IJ zusammengestellt. 

Die letzte Spalte der zweiten Tabelle gibt unsere Resultate 
in kiirzester Form wieder. Man sieht, da& der Zuwachs der 
Carboxylgruppen immer um ein Mehrfaches den der Amino- 
sruppen tibersteigt. Auf die Differenzen in den einzelnen Ver- 
suchen untereinander (5,83:1; 3,58:1; 2,67: 1 usw.) méchten 
wir hier noch keinen groBen Wert legen; sie sind vielleicht 
durch die verschiedene Zusammensetzung der Eiweifikorper, 
die Konzentration der Lésungen, den Siiuregrad und manche 
noch nicht genauer itibersehbare Verhiiltnisse bedingt. Aber 
es ist kein einziges Mal eine Gleichheit der bestimmbaren 
Carboxyl- und Aminogruppen beobachtet worden. 

Versucht man die Differenzen zu deuten, so kénnte man 
daran denken, daB im Eiwei8 Carboxylgruppen vorkommen, 
die gar nicht an Stickstoff gebunden sind, sondern die etwa 
an OH-Gruppen der Oxysiuren verestert sind. An solche Ver- 
hiltnisse ist schon friiher gedacht worden; hier hiitte man 
aber die ersten zahlenmiBigen Belege dafiir. Andererseits 
wire es aber auch méglich, daB bei der Lésung der Carboxyl- 
bindung durch Pepsin eine Stickstoffbindung frei wiirde, die 
nicht einer Carboxylgruppe ifiquivalent wire, sondern in ihrer 
Alkalescenz hinter ihr zuriickbliebe. 

Mége nun aber das eine oder das andere der Fall 
sein, soviel steht jedenfalls fest, da& im Protamin derartige 
Bindungen nicht vorkommen, denn es ist gegen Pepsin 
resistent. 

Wohl wird Protamin von Trypsin angegriffen, und es ent- 
stehen dabei Mono- und Diaminosiuren. Zur Erkliirung dieses 
abweichenden Verhaltens des Protamins kénnte in Betracht 
gezogen werden, da die Albumosen und Pepsinpeptone der 
iibrigen Kiwei8kérper durch Aminosauren verkniipft wiiren, die 
in den Protaminen nicht vorkommen, z. B. Asparaginsiure, 
Glutaminsiiure und Oxyglutaminsiure. Dafiir spraiche auch 
die Tatsache, da® Seidenfibroin, in dem ebenfalls diese Di- 
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-arbonsiuren fehlen, auch pepsinresistent ist. Mit unserey 
Versuchsanordnung konnte ebenfalls bei Seidenfibroin wedey 
eine Vermehrung der Carboxylgruppen noch eine Zunahmie 
des Aminostickstoffes unter dem Kinflusse von Pepsin ¢e- 
funden werden. 


DaB bei der Pepsinverdauung saure Produkte entstehen, 
ist iibrigens eine alte Beobachtung physiologischer Chemiker' 
speziell bei den Peptonen iiberwiegt der Siiurecharakter; sic 
réten Lackmus intensiv und bilden mit Carbonaten unter Ver. 
driingung der Kohlensiiure Salze. 

Die Verhiltnisse, die Liidtke?) bet Untersuchung der 
Diketopiperazine beobachtet hat, daB namlich bei der Spaltung 
dieser Kérper in saurer Liésung im Verlauf mehrerer Wochen 
ein Unterschied bei der Analyse nach Sérensen und van 
Slyke sich zeigt, kénnen bei unseren Beobachtungen keine 
Rolle spielen; denn unsere Differenzen liegen gerade in ent- 
cegengesetzter Richtung wie die von Liidtke gefundenen. 


In simtlichen Versuchen wurde, entsprechend den Angaben 
von Uwatoko, eine geringe Bildung von Ammoniak  he- 
obachtet. Diese Ammoniakbildung ist aber der Siurewirkung 
allein zuzuschreiben und hat mit der Fermentwirkung nichts 
zu tun. Die Entfernung dieser geringen Ammoniakmengen 
vergréBert naturgemiB noch die Spanne zwischen Carboxy!- 
und Aminowerten (vgl. z. 6. Protokoll V). 

Das von uns als Charakteristikum der Pepsinwirkung be- 
obachtete Uberwiegen der in Freiheit gesetzten Carboxylgruppen 
iiber die losgelésten NH,-Gruppen kommt in tryptischen Ver- 
dauungsgemischen nicht zum Ausdruck®*), da hier Aminosiuret 
in solchen Mengen entstehen, da sie die oben erwihnier 
Unterschiede verdecken. 


1) M. Siegfried, Chem. Ber. Bd. 38, 8S. 3564 (1900); C. Borkel, 
Diese Zs. Bd. 38, 8S. 289 (1903); W. Neumann, Diese Zs. Bd. 45, S. 216 
(1905), Siehe auch O. Kestner, Chemie der EiweiBkérper, 4. Auil., 
1925, Braunschweig, F. Vieweg u. Sohn, S. 103. 

*) Diese Zs. Bd. 141, S. 101 (1924). 

*) J. Ellinghaus, Diese Zs. Bd. 145, S. 40 (1925). 
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Methodisches. 


Der Gesamt-N wurde nach Kjeldahl im unvorbehandelten Filtrate 
des Ansatzes bestimmt. 

Die Carboxyltitration nach Willstitter') wurde in 10 cem Filtrat 
des Ansatzes + 190 ecm 96°/, Alkohol + 2,0 cem alkoholischer Phenol- 
phtaleinlésung (Endkonzentration 90°/,) ausgefiihrt; in einigen Fallen wurde 
die gleiche Titration auch noch in 40°/, alkoholischer Lésung gemacht. 
‘Titriert wurde mit n/1-NaOQH; die in den Tabellen angegebenen Werte sind 
auf n/5-NaOH umgerechnet, um den Vergleich mit Sérensen zu er- 
leichtern. 

Die Formoltitration nach Sérensen?) wurde in 10 cem Filtrat des 
Ansatzes ausgefiihrt. Es wurde der Vorschrift entsprechend mit n/5-NaOQH 
titriert. Die in den Protokollen verzeichneten Werte sind auf n/1-NaOQH 
umgerechnet. 

Die Bestimmung des N-Gehaltes nach der gasometrischen Methode 
: von van Slyke®*) wurde in den meisten Fallen sowohl im unvorbehan- 
. delten Filtrate des Ansatzes als auch in dein nach den Vorschriften von 
Folin und Wu‘) enteiweiBten und durch Permutit von Ammoniak be- 
freiten Filtrat angestellt. Zu jeder Bestimmung wurden 10 cem ver- 
wandt; die angefihrten Zahlen sind zumeist Mittelwerte aus zwei oder 
mehreren Bestimmungen. 

Zwecks Bestimmung des Aminogehaltes nach Folin’) wurden 
10 ecem Ansatz enteiweiBbt und durch Permutit von Ammoniak frei ge- 
inacht. Als Standardlésungen kamen Lésungen zur Verwendung, die 
in 25,0 cem 0,1 bzw. 0,2 mg Amino-N enthielten, 


I. Protaminversuch. 
Ansatz: 1,0 ¢ Protaminsulfat (21°', N-Gehalt). 
0,05 g Pepsin. 
10 ecm n/1-HCl. 
190 cem aq. dest. 


2eem Toluol 
bei 37 °. 





 R. Willstiitter ue. E. Waldsehmidt-Leitz, Chem. Ber. 
Bd, 54, S. 2988 (1921). 

2) §. P. L. S6rensen, Biochem. Zs. Bd. 7, S. 45 (1908). 

*) D. D. van Slyke, Chem. Ber. Bd. 43, S. 3170 (1910). 

‘) O. Folin u. Wu, Jl. of Biol. Chem. Bd. 38, 8. 90 (1919); Bd. 41, 
S. 367 (1920). 

») O. Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, 8. 377 (1922). 
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Anfangsbestimmung: 

Gesamt-N (Kjeldahl): 56mg N in 5 cem Ansatz (filtriert). 

Titration nach Willstatter: 0,58 eem n/1-NaOH in 10cem Ap. 
satz (filtriert). 

Titration nach Sdrensen!'): 0,57 ccm n/1-NaOH in 10cem An- 
satz (filtriert). 

v. Slyke: 0,28 mg N in 10 cem Ansatz (unvorbehandelt). 

Folin: < 0,20mg N in 10 cem enteiweiBtem Ansatz. 


Nach 24 Stunden: 


Ammoniak im Filtrat negativ. 

Biuretreaktion im enteiweiBten Filtrate negativ. 

Titration nach Willstatter: 0,58eem n/1-NaOQH in !0cem An 
satz (filtriert). 

Titration nach Sérensen: 0,56 cem n/1l-NaOH in 10cem Ausaty 
(filtriert). 

v. Slyke: 0,18 mg N in 10 ecem Ansatz sowohl vor wie nach der 
EnteiweiBung. 

Folin: < 0,20 mg N in 10ccem Ansatz nach EnteiweiBung. 


Nach 48 Stunden: 

Ammoniak im Filtrate schwach positiv. 

Titration nach Willstitter: 0,57¢eem n/l-NaQH in 10cem An 
satz (filtriert). 

Titration nach Sérensen: 0,56cem n/1-NaOH in 10cem Ansat; 
(filtriert). 

v. Slyke: 0,12mg N in 10 cem Ansatz (unvorbehandelt). 

Folin: <0,20mg N in 10cem Ansatz nach Enteiweifung und 
Entfernung von NH,. 


Nach 96 Stunden: 


Ammoniak im Filtrat schwach positiv. 

Titration nach Willstitter: 0,58¢em n/1-NaOH in 10cem An- 
satz (filtriert). (In 40°/, und 90°/, Alkohol). 

Titration uach Sérensen: 0,57eem n/i-NaOH in 10cem Ansatz 
(filtriert). 

v. Slyke: 0,15 mg N in 10eem Ansatz (unvorbehandelt). 

Folin: <0,20mg N in 10cem Ansatz nach Entfernung vou 
EiweiB und Ammoniak. 

Gesamt-N (Kjeldahl): 5,6 mg N in 5cem Ansatz (filtriert). 




















1) Des besseren Vergleiches halber sind die Werte nach Sérensen 
(titriert mit n/5-NaOH) auf n/l-NaOQH umgerechnet. 
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II. Caseinversuch. 
Ansatz: 2,0g Casein Hammarsten. 
10,0 g Pepsin. hydrochl. Merck 1:100,0. 
20,0 cem n/1-HCl. 
380 cem aq. dest. 
4,0 cem Toluol 
bea 87 *. 


Anfangsbestimmung: 
Gesamt-N: 6,16 mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 
Titration nach Willstitter: 0,55 cem n/1-NaOH in 10 cem An- 
satz (filtriert), 
Titration nach Sérensen: 0,52cem n/1-NaOQH in 10 cem Ansatz 
filtriert). 
v. Slyke: 0,28 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert, sonst unvor- 
behandelt). 
v. Slyke: 0,24 mg N in 10¢cm Ansatz nach Enteiweibung und 
Entfernung von NHs3. 
Folin: 0,26 mg N in 10 cem Ansatz nach Enteiweifung und Ent- 
fernung von NH. 
Nach 24 Stunden: 
Titration nach Willstatter: 0,68 cem n/i-NaOQH in 10cem An- 
satz (filtriert). 
Titration nach Sérensen: 0,64 cem n/1-NaOQH in 10 cei Ansatz 
filtriert). 
v. Slyke: 0,58 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert, sonst unvor- 
behandelt). 
v. Slyke: 0,35 mg N in 10cem Ansatz nach EnteiweiBung und 
Entfernung von NH,. 
Folin: 0,40mg N in 10cem Ansatz nach EnteiweiBung und Ent- 
fernung von NH;. 
Nach 48 Stunden: 
Gesamt-N (Kjeldal): 6,86 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 
Titration nach Willstitter: 0,68 cem n/1-NaOQH in 10 cem An- 
satz (filtriert). 
Titration nach Sérensen: 0,63 cem n/i-NaOH in 10ccm Ansatz 
filtriert). 
v. Slyke: 0,82 mg N in 10cem Ansatz (filtriert, sonst unvor- 
behandelt). 
v. Slyke: 0,53 mg N in 10 cem Ansatz nach EnteiweiBung. 
Folin: 0,40 mg N in 10 cem Ansatz nach Enteiweifung und Ent- 
temung von NH,. 
Im enteiweiBten Filtrate Biuretprobe positiv. 
Ammoniak im filtrierten Ansatze positiv. 
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Nach 72 Stunden: 


Gesamt-N (Kjeldahl): 7,14 mg N in 10eem Ansatz (filtriert), 

‘Titration nach Willstitter: 0,70cem n/1-NaOH in 10 eem An 
satz (filtriert). 
Titration nach Sérensen: 0,65 cem n/1-NaOH in 10 cem Ansa 
filtriert). 

v. Slyke: 0,88 mg N in 10cem Ansatz (filtriert, sonst unyor 
behandelt). 


v. Slyke: 043mg N in 10cem Ansatz nach Entfernung yon 
KiweiB und NH,. 


Folin: 0,830 ng N in 10cem Ansatz nach Entfernung von Eiwei!! 


und NH. 


III. Serumglobulinversuch. 


1,0 g Serumglobulin (rein). 
5,0 g Pepsin. hydrochl. Merck 1:100,0. 
50,0 eem n/5-HCL. 
150 cem aq. dest. 
2,0 eem Toluol 
bei 37°. 





Anfangsbestimmung: 


‘Titration nach Willstitter: 0,54 cem n/l-NaOH in 10 ¢em An 
satz (filtriert). 


Titration nach Sdrensen: 0,48 cem n/1l-NaOH in 10 cem Ansatz 
filtriert). 


v. Slyke: 0,15 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 

Folin: 0,17 mg N in 10 cem Ansatz (nach EnteiweiBung und Ent 
fernung von NH,). 

Nach 4 Stunden. 

Titration nach Willstiitter: 0,65 cem n/i-NaOH in 10 cem An- 
satz (filtriert). 
Titration nach Sérensen: 0,60 cem n/i-NaOH in 10eem Ansatz 
(filtriert). 

v. Slyke: 0,60 mg N in 10 eem Ansatz (filtriert). 


Folin: 0,24img N in 10 cem Ansatz (nach EnteiweiBung und Ent- 
fernung von NH,). 





Nach 24 Stunden: 
Gesamt-N (Kjeldahl): 8,54 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 


Titration nach Willstétter: 0,65eem n/1-NaOH in 10cem An- 
satz (filtriert). 


Titration nach Sérensen: 0,61 cem n/1-NaOH in 10 cem Ansatz 
(filtriert). 
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v. Slyke: 0,78mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 

v. Slyke: 0,36mg N in 10eem Ansatz (nach EnteiweiBung und 
Entfernung von NH,). 

Folin: 0.36 ng N in 10 cem Ansatz (nach Enteiweibung und Ent- 
fernung von NH,). 


IIIa. 


Kontrollversuch (ohne Pepsin). 
Ansatz: 0,5 g Serumglobulin. 
25,0 cem n/d-HCl, 
75,0 cem aq. dest. 
1,0 cem Toluol 


Qn 0 


bei ot 


Anfangsbestimmung: 
Titration nach Willstiiter: 0,52c¢em n/1-NaOH in 10cem An- 
satz (filtriert). 
v. Slyke: 012mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 
Nach 24 Stunden: 
Titration nach Willstitter: 0,52 cem n/1-NaQH in 10c¢cem An- 
satz (filtriert). 
v. Slyke: 0,12 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 


IV. Serumalbuminversuch. 
1,0 g Serumalbumin (rein 
5,0 g Pepsin. hydrochloric. Merck 1:100,0. 
50,0 cem n/5-HCl. 
150,0 cem ay. dest. 
2,0 cem Toluol 
bei 37° 
Anfangsbestimmune : 
Gesamt-N (Kjeldahl): 5,88 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 
Titration nach Willstiitter: 0,55 cem n/l-NaQH in 10 cem An- 
satz (flltriert). 
Titration nach Sérensen: 0,52cem n/1-NaOQH in 10 cem Ansatz 
(filtriert). 
v. Slyke: 0,35 mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 
v. Slyke: 0,38 ng N in 10 cem Ansatz (nach EnteiweiBung und 
Entfernung von NHi,). 
Folin: 037mg N in 10cem Ansatz (nach EnteiweiBung und Ent- 


ternung von NH,). 


Nach 4 Stunden: 
Titration nach Willstitter: 0,64¢em n/i-NaOQH in 10 ecem An- 


satz (filtriert). 
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v. Slyke: 0,66 mg N in 10 cem Ansatz (Filtrat). 

Folin: 0,42 mg N in 10cem Ansatz (nach EnteiweiBung und })); 
fernung von NH,). 

Nach 24 Stunden: 

Gesamt-N (Kjeldahl): 7,84 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 

‘Titration nach Willstitter: 0,65 ccm n/1-NaOH in 10cem A, 
satz (filtriert). 

Titration nach Sérensen: 0,61 cem n/1-NaOQH in 10cem Ansaty 
(filtriert). 

v. Slyke: 0,87 mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 

v. Slyke: 0,42 mg N in 10 ccm Ansatz (nach EnteiweiBung und 
Entfernung von NH,). 

Folin: 0,50mg N in 10cem Ansatz (nach Entfernung von Eivei! 
und NH.,). 


V. Gluten-Caseinversuch. 


2,0 g Gluten-Casein. 
5,0 g Pepsin hydrochl. Merck 1:100,0. 
50,0 eem n/5-HCl. 
150 ccm aq. dest. 
2,0 cem Toluol 
bei 37°. 
Anfangsbestimmung: 
Gesamt-N (Kjeldahl): 8,82mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 
Titration nach Willstitter: 0,53 cem n/1-NaQH in 10cem An- 
satz (filtriert). 
Titration nach Sérensen: 0,49 cem n/1l-NaOH in 10 cem Ansatz 
(filtriert). 
v. Slyke: 0,36 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 
v. Slyke: 0,18 mg N in 10 cem Ansatz (enteiweiBt und frei von NH, . 
Folin: 0,23 mg N in 10 ccm Ansatz (enteiwei8t und frei von NH,. 


Nach 4 Stunden: 
Titration nach Willstitter: 0,63 cem n/l-NaOQH in 10 cem An- 
satz (filtriert). 
Titration nach Sérensen: 0,59 cem n/1-NaOQH in 10cem Ansatz 
(filtriert). 
v. Slyke: 0,78 mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 
v. Slyke: 0,36 mg N in 10 ccm Ansatz (enteiweiBt u. frei von NIi, . 
Folin: 0,32mg N in 10cem Ansatz (enteiweibt u. frei von NH, 


Nach 24 Stunden: 
Gesamt-N (Kjeldahl): 17,78 mg N in 10cem Ansatz (filtriert). 
Titration nach Willstiitter: 0,66 ccm n/1-NaOH in 10cem Ar: 
satz (filtriert). 
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Titration nach Sérensen: 0,61 ccm n/i-NaOH in 10ccm Ansatz 
filtriert). 

v. Slyke: 1,05 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert). 

v. Slyke: 0,78 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert u. frei von NH,). 

Folin: 0,47 mg N in 10 ccm Ansatz (enteiweiBt u. frei von NH,). 


VI. Serumglobulinversuch. 
Ansatz: 2,5 g Serumglobulin (rein). 
0,1 g Pepsin Witte. 
31,0 cem n/5-HCl. 
94,0 cem aq. dest. 
2,0 eem Toluol 
bei 37”. 


Anfangsbestimmuug: 

Gesamt-N (Kjeldahl): 2,8 mg N in 10 ccm Ansatz (Filtrat). 

Titration nach Willstitter: 0,41 ccm n/l-NaOQH in 10cem An- 
satz (Filtrat). 

Titration nach Sérensen: 0,36 ecm n/i-NaOH in 10cem Ansatz 
Filtrat). 

v. Slyke: 0,15 ng N in 10 cem Ansatz (Filtrat). 

Folin: 0,22 md N in 10 cem Ansatz (enteiweibt u. frei von NH,). 


Nach 24 Stunden: 

Gesamt-N (Kjeldahl) 29,68 mg N in 10 cem Ansatz (Filtrat). 

Titration nach Willstitter: 0,73 cem n/i-NaOH in 10 cem An- 
satz (Filtrat). 

Titration nach Sérensen: 0,70 ccm n/l-NaOH in 10cem Ansatz 
Filtrat). | 

v. Slyke: 0,94 mg N in 10 cem Ansatz (filtriert u. frei von NH,). 

v. Slyke: 0,45 mg N in 10 cem Ansatz (enteiweibt u. frei von NH,). 

Folin: 0,42mg N in 10 cem Ansatz (enteiweiSt u. frei von NH,). 
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Beitrage zur Leberfunktionspriifung. Isolierung und Iden- 
tifizierung der mit dem Harn ausgeschiedenen d-Galaktose 
Von 
Dr. J. Halberkann und Dr. H. Kihler.') 


(Ans der chemischen Abteilung des Allgem. Krankenhauses Hamburg-Barmbeck 
Vorstand: Oberarzt Dr. J. Halberkann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Januar 1926 


Die nach der Einnahme gréBerer Mengen Galaktose bei 
gewissen Erkrankungen vorwiegend diffusen Leberparenchym- 
schiidigungen beobachtete, mehr oder weniger starke Rechts- 
drehung des Harnes ist erklirlicherweise unveriindert aus- 
geschiedener Galaktose zugeschrieben worden. Der Nach- 
weis, daB es sich in der T'at um Galaktose handele, wurde 
verschiedentlich zu fiihren versucht, am einwandfreiesten durch 
Oxydation des Zuckers beim EKindampfen des Harns mit 
Salpetersiiure und Bestimmung der entstandenen Schleimsiure.’ 

Die Bildung der Schleimsiiure aus einem Kohlenhydrat 
bei der Oxydation mit Salpetersiure wurde friiher als beweisend 
fiir die Anwesenheit von d-Galaktose oder deren Anhydriden an- 
gesehen. DaB diese Probe nicht mehr geniigt, wenn es sicli 
um die Unterscheidung der beiden optisch-isomeren Zucker 
handelt, wurde schon bei anderer Gelegenheit bemerkt. Die 
Beobachtung, dab auch eine Methylhexonsiiure (Rhamnohexon- 
siure) oder wie man ohne besondere Versuche zufiigen kann, 


) Siehe die Arbeit des einen von uns, Medizinische Klinik 1920, 
S. 1295. 

*) F. Langstein u. F. Steinitz, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 
Bd. 7, 8.5 (1906); R. Bauer, Diese Zs. Bd. 51, 8. 158 (1907). 
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eine Methylhexose zu Schleimsiiure oxydiert werden kann, 
macht jene Probe noch unsicherer, und man wird sich in 
Zukunft zum sicheren Nachweis der d-Galaktose die Miihe 
nehmen miissen, den Zucker oder seine einfachen Derivate 
zu isolieren.“?) 

Wir haben uns dieser Miihe unterzogen, obwohl bisher 
die Bildung von 1|-Galaktose in Organismen noch niemals 
beobachtet, die vielmehr nur kiinstlich gewonnen wurde und 
bei der Rechtsdrehung des Harns auch ausgeschlossen scheint, 
und obwohl die Kntstehung einer Methylhexonsiiure oder einer 
Methylhexose weniger wahrscheinlich ist. 

Die Isolierung des Zuckers erfolgt so, dab méglichst stark 
rechtsdrehende Harne frisch zu 10—15°/, mit einer 10°/,igen 
Bleiacetatlésung versetzt wurden, bis das sauer reagierende 
Filtrat schwach bleihaltig ist, das in der Kilte mittels Schwefel- 
wasserstoff entbleit wird. Nach dem Filtrieren wird die farb- 
lose Fliissigkeit mit Natronlauge bis zur schwach, aber gegen 
Lackmus deutlich sauren Reaktion versetzt und bei einer 40° 
nicht iibersteigenden Temperatur mit Hilfe eines Ventilators 
so weit eingeengt, dai auf 1g, aus der Drehung des Harns 
berechneten Galaktose 5g Riickstand verbleiben, die mit so viel 
absolutem Alkohol nach und nach verrieben werden, bis der 
Alkoholgehalt etwa 75°/, betragt. Die Fliissigkeit bleibt einen 
Tag lang stehen und wird mit Talkum filtriert. Das Filtrat 
wird mit methylalkoholischer Barytlésung (auf 1 g Galaktose 
ungefihr 2 g krystallwasserhaltiges Bariumhydroxyd; geringe 
Mengen Galaktose verbleiben in Lésung und gehen verloren) 
gemischt, die Fallung nach einer halben Stunde iiber einer 
Talkumschicht abgesaugt und mit 75°/,igem Alkohol griindlich 
ausgewaschen, wobei dafiir zu sorgen ist, daB der Kuchen 
wihrend des Auswaschens nicht trocken und rissig wird. 
SchlieBlich wird scharf abgesaugt, der Kuchen sofort abgehoben 
und im Morser sehr sorgfaltig mit 75°/,igem Alkohol an- 
geschlimmt, so daB eine homogene Masse entstelit, die so weit 
mit dem Alkohol verdiinnt wird, da®B in 100 ccm ungefihr 2 ¢ 


1) E. Fischer n. R.S. Morell, Chem. Ber. Bd. 27, S. 385 (1894). 
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Galaktose enthalten sind. In einen hohen MeBzylinder iibey- 
gefiihrt, leitet man einen lebhaften Kohlensiurestrom, der nac} 
1/, Stunde gemibigt wird, hindurch und filtriert nach insgesamt 
1—11?/, Stunden ab, dampft wiederum bei niederer Temperatur 
bis zur Sirupkonsistenz ein und versetzt so lange. mit absolutem 
Alkohol, bis eine geringe Triibung bestehen bleibt. Sollte ein 
Niederschlag oder Sirup ausfallen, so miissen wieder einige 
Tropfen Wasser zugefiigt werden. Das Gefaf bleibt verschlossen 
24 Stunden im Eisschrank stehen. Man filtriert rasch vor der 
Ausscheidung, die unter Umstiinden wieder aufgearbeitet wird, 
ab, impft das Filtrat mit einem Krystillchen Galaktose und 
1iBt wohlverschlossen im Kisschrank krystallisieren. Die 
Galaktose krystallisiert allmahlich in farblosen, derben, wasser- 
freien Tifelchen aus, die nochmals aus Wasser—Alkohol um- 
krystallisiert werden. 

Die chemische Untersuchung des isolierten Zuckers ergab 
folgendes: 

Die lufttrockene Substanz verlor 0,65°/, an Gewicht be: 
103°, ist also krystallwasserfrei. Die Krystalle schmelzen 
scharf bei 163°, ein Gemisch mit gleichen Teilen bei 164 bis 
165° schmelzender d-Galaktose schmolz ebenfalls bei 163°. 

DaB keine Depression des Schmelzpunktes erfolgte, sprichit 
dafiir, daB mit aller Wahrscheinlichkeit Galaktose vorliest, 
aber nicht dagegen, daB eine gewisse, geringe Menge anders- 
artigen Zuckers, als welcher nur Glykose in Betracht kommt, 
vorhanden sein kénnte. Denn ein kiinstlich bereitetes Gemisch 
aus d-Galaktose und d-Glykose weist keine oder nur angedeutet 
eine Schmelzpunktsdepression auf; ein aus gleichen Teilen be- 
stehendes Gemisch schmolz beim Schmelzpunkt des am tiefsten 
schmelzenden Komponenten (f-Form der d-Glykose: 141”, 
also nicht unterhalb desselben. 

Die Elementaranalyse nach Dennstedt lieferte fii 
0,1178 g Substanz: 0,0703 g H,O und 0,1714 g CO,. Fir 
Galaktose C,H,,0, (180,1) berechnen sich 6,72 H und 39,98 ©: 
gefunden wurden 6,68 H und 39,68 C. Die Substanz hinterlic! 
keine Asche. 

Fiir @, einer 4,439 Vol-°/,igen, wiBrigen Lisung im 
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990-mm-Rohr bei 18°, wurde + 7,135° ermittelt; demnach 
betragt [e]b* = + 80,36°, in Ubereinstimmung mit Befunden®) 
fiir d-Galaktose von + 80,46 bis + 80,7° GemiB der Formel 
von B. Tollens’), daB 1 Kreisgrad 0,617 g d-Galaktose ent- 
spricht, enthalt die untersuchte Substanz 99,2°/, d-Galaktose. 

Die Titration der Substanz mit Natriumhypojodit*), dessen 
Kinwirkung unter gewissen Bedingungen nach stéchiometrischen 
Verhaltnissen verlauft, ergab gleichmiBig bei unserer Substanz 
wie auch im Versuch mit reiner d-Galaktose etwas geringere 
Werte; 0,1512g Substanz verbrauchten 16,48 com n/10-Jod- 
lisung, 0,1525 g d-Galaktose 16,60 ccm der Jodlésung, ent- 
sprechend einem Gehalt an Aldose von 98,15°/, bzw. 98,02°/,. 

Die Oxydation unseres Harnzuckers mit Salpetersiure 
lieferte aus 0,2561 g und 0,2215 g Substanz an Schleimsiiure 
0,1656 g und 0,1405 g, was 0,231 g und 0,198 g Galaktose 
entsprechen soll‘), oder 90,2°/, und 89,4°/,.  Parallelversuche 
mit reiner d-Galaktose ergeben gleichfalls geringere Werte. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt der Schleimsaure lagern 
bei 220° (unter Zersetzung). 

Das nach sorgfaltigem Auswaschen mit Wasser, eiskaltem 
Alkohol und Ather zu 71°/, gewonnenen Phenylosazon §) schmilzt 
bei 189°, nach weiterer Reinigung bei 192—193° und stimmt 
in seinen 4uBeren Higenschaften mit d-Galaktose-phenylosazon 


') W. H. Kent u. B. Tollens, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 227, 
S. 224 (1885); Meissl, Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 22, 8.97 (1880); 
U.S. Hudson u. E. Yanovsky, Jl. Americ. Chem. Soe. Bd. 39, 8. 1013 
(1917); Ref. Chem. Zbl. 1917, II, S. 601. 

*) B. Tollens, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden yon Abder- 
halden, Bd. II, S. 147 (1910). 

5) R. Willstatter u. G. Schudel, Chem. Ber. Bd. 51, 8S. 780 
(1918); J. L. Baker u. H. F. E. Hulton, Biochemical. Jl, Bd. 14, 8. 754 
(1920); Ref Chem. Zbl. 1921, II, 8.536; ferner F. Auerbach u. E. Bod- 
linder, Zs. fiir angew. Chem. Bd. 36, S. 602 (1923); Ref. Chem. Zbl. 
1924, I, S. 2018. 

*) A. W. van der Haar, Biochem. Zs. Bd. 81, 8. 265 (1917); das 
Referat im Chem. Zbl. 1917, 1, S.279 und die diesem Referat entnommenen 
Angaben im Biochemischen Handlexikon, X. Bd. (3. Erginzungsband), 
5. 522 sind falsch und liefern gar keine Schleimsiure. 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 20, S. 825 (1887). 
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iiberein. Die Lésung (0,2 g) in Pyridin (4 ccm) und absolutey 
Alkohol (6 ccm), die im 100-ccm-Rohr + 0,8° drehen soll) 
zeigt eine doppelt so groBe Anfangsdrehung, nimlich -++ 1,57" 
und 1,60°, und nach 24 Stunden eine Enddrehung von +-0,89° 
und 0,92°. Diese Befunde wurden durch Nachpriifung mit 
d-Galaktose-phenylosazon bestatigt und befinden sich im Hin- 
klang mit anderen Angaben.*) Die Identifizierung dieses Osazons 
als d-Galaktose-phenylosazon durch Feststellung des Misch. 
schmelzpunktes mit einem kiinstlich hergestellten Osazon ist 
hier ebensowenig méglich als bei der Galaktose selbst, da 
z. B. d-Glykose-phenylosazon keine Depression hervorrutt. 
d-Galaktose und d-Glykose sind eben in ihrer Struktur 21 
wenlg differenziert. Die Angabe in der voraufgegangenen Arheit 
(vgl S. 34 FuBnote 1) ist in diesem Punkte richtig zu stellen. 

Das Phenylhydrazon *) bildet aus Alkohol umkrystallisiert 
farblose, feine Nadelchen vom Schmelzp. 158—159°% Die 
2,145 Vol-°/,ige wiBrige Lésung dreht, bei 20° im 200 mm- 
Rohr, — 0,938°, demnach ist [¢@]j? =— 21,9°. Frithere Be- 
stimmungen‘*) ergaben im Mittel — 21,6°. 

Das Methylphenylhydrazon®) krystallisiert in farblosen 
langgestreckten, rechteckigen ‘'éfelchen und schmilzt nach Aus- 
waschen mit Alkohol und Ather bei 190,5° unter Zersetzung. 
0,2017 g gaben (bei 19° und 759 mm Druck) 16,7 cem Stick- 
stoff, was 9,67°/, Stickstoff entspricht, wihrend sich fiir 
d-Galaktose-methylphenylhydrazon C,,H,,O,N, (284,2) 9,86"), 
Stickstoff berechnet. 

Nach alledem ist sichergestellt, daB eine nach Kinnahme 
von d-Galaktose im Harn auftretende Rechtsdrehung durch 
unveriinderte d-Galaktose bedingt ist und héchstenfalls durch 
Spuren Glykose mitveranlaBt sein kann. Der aus dem Hari 
isolierte Zucker erwies sich als reine d-Galaktose. 











1) ©. Neuberg, Chem. Ber. Bd. 32, S. 3386 (1899). 

*) P. A. Levene u. F. B. La Forge, Jl. of Biol. Chem. Bd. 20, 
S. 429 (1915) beim Referat im Chem. Zbl. 1915, II, 8.122 ist zuzufiigen: 
im 0.5-dem-Rohr. 

3) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 20, 8. 825 (1887). 

*) H. Jacobi, Liebig, Ann. der Chem. Hd. 272, S. 174, (1898). 

*) C. Neuberg u. F. Marx, Biochem. Zs. Bd. 3, S. 531 (1907). 














Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 


XIX. Mitteilung. 


Uberfiihrung von Hamin in Protoporphyrin und eine neue 
Darstellung des Mesoporphyrins. 
Von 
Hans Fischer und Bruno Piitzer. 


Mit 2 Figuren im Text und 1 Tafel. 


Aus dom Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1926 ) 


Protoporphyrin haben wir das Porphyrin genannt, das 
durch direkte Abspaltung von Eisen aus Blutfarbstoff entsteht, 
und seine Beziehungen zum Himin, Himatoporphyrin und 
Mesoporphyrin wurden ausschlieBlich von uns in eindeutiger 
Weise festgelegt. Ebenso wurde es in den Eierschalen der 
Vogel gefunden und seine Beziehungen zum Blutfarbstoff er- 
kannt (mit Kégl und Lindner). Papendiecks?) Arbeit, in 
der Protoporphyrin amorph analysiert wurde, bedeutet auber 
der Isolierung eines krystallisierten, aber nicht analysierten 
Chlorhydrates keinen Fortschritt, um so weniger, als das freie 
Protoporphyrin schon vor liingerer Zeit mit Lindner?) in kry- 
stallisiertem Zustand analysiert wurde. Auch die krystallo- 
sraphische Untersuchung ist von Herrn Professor Steinmetz 
durchgefiihrt.?) 


') Diese Zs. Bd. 150, S. 261 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 142, S. 150 (1924/25). 
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Die bisher beschriebenen Verfahren sind jedoch praparatiy 
unbequem und es war deswegen wiinschenswert, vom H iimiy 
in glatter Reaktion zu Protoporphyrin zu kommen. Dies 
erreicht man auf verschiedene Weise. Behandelt man Hiniiy 
mit Ameisensiure bei Gegenwart von kolloidalem Palladium 
und bei erhéhter T'emperatur, so tritt nach kurzer Zeit inten- 
sive Porphyrinbildung ein und man erhitzt so lange, bis die 
Reaktion beendet ist, erkennbar am reinen Spektralbefund. 
Wir ersetzten dann das Palladium durch Eisen und fanden, 
daB mit Kisenpulver die Uberfiihrung des Himins in Proto- 
porphyrin ebensogut gelingt wie mit kolloidalem Palladium, 
so da diese Methode die billigste ist; sie gestattet binnen 
kiirzester Zeit groBe Mengen von Protoporphyrin (Taf. |, 
Fig. 2) zu erhalten. Auch ist dieses Verfahren dem wit 
Palladium deshalb vorzuziehen, weil hier der ProzeB nicht so 
leicht tiber die Protoporphyrinstufe hinausgeht. 

Man erhilt zwar bei weiterer Behandlung der aus Hiimin 
dargestellten ameisensauren Protoporphyrinlésung bei Unter- 
suchung einer Probe in Ather den zweiten Rotstreifen ci 
etwa 623, jedoch selbst bei mehrstiindiger Reaktionsdauer nur 
in untergeordnetem MaBe. Gibt man dann etwa 10°/, Wasser 
hinzu, so erfolgt die Umwandlung in kurzer Zeit. Dabei gelit 
aber sehr viel Eisen in Lésung, was die Isolierung des ent- 
standenen Porphyrins auBerordentlich erschwert (zum ‘Teil 
auch durch Riickbildung eines Eisenkomplexes). Vermutlich 
entsteht auf diese Weise Mesoporphyrin, was noch _ niiher 
untersucht werden soll. Es scheint zunachst, daB der mit 
HKisen aus Ameisensiure entwickelte (molekulare oder schnell 
molekular werdende) Wasserstoff zu einer Anlagerung an das 
Porphyrin nicht befihigt ist, wihrend bei Anwesenheit des 
Katalysators Pd die Aktivierung des Wasserstoffs so erfolzt, 
da8 das Protoporphyrin in Mesoporphyrin iibergefiihrt wird. 
Auffallend ist dabei, daB letzterer ProzeB sich streng stufenweise 
volizieht. Erst wenn der letzte Hiaiminkrystall verschwunden 
ist, beginnt die Uberfiihrung in Mesoporphyrin. Offenbar ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Hydrierung des Proto- 
porphyrins sehr viel schneller als die des Hamins, was mit 
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den Beobachtungen mit Hahn?) iibereinstimmt. Wir hatten 
cefunden, daB Hamin mit Pd-W asserstoff wohl in Mesohiimin 
iherfihrbar ist, aber nur in sehr schlechter Ausbeute. 

Mit Nickel wurde die Eisenabspaltung in Ameisensiure 
ebenfalls erzielt. Das Verfahren ist von keiner Bedeutung, da 
viel Nickel in Lésung geht. Weitere Reduktion gelingt ebenfalls 
nicht. Auf Zusatz von Wasser erfolgt nur sehr langsame 
Umwandlung. Mit Kupfer und Zink in Ameisensaiure wird 
auch Porphyrin gebildet, daneben entstehen aber auch die 
entsprechenden Metallkomplexe. 

Zur Isolierung des Protoporphyrins diente dann der schén 
krystallisierende Methylester (Taf. I, Fig. 1). Aus dem Ester 
kann leicht das freie Porphyrin gewonnen werden durch Verseifen 
mit Alkali und Isolierung des Natriumsalzes. Das freie Por- 
phyrin laBt sich durch Umkrystallisieren aus Ameisensiure- 
Ather, Ameisensiure—Essigester, pyridinhaltigem Chloroform— 
Kisessig, am besten aus Pyridin und Wasser reinigen. Es 
wurde dann weiter charakterisiert durch eine Reihe von schén 
krystallisierenden Komplexsalzen. So gewannen wir das Kupfer-, 
Zink-, Kobalt-, Nickel-, Zinn- und Thalliumsalz krystallisiert. 
Nach der Bestiindigkeit gegen rauchende Salzsiure ordnen 
sich diese in die Reihenfolge Cu, Sn, Co, Ni, Zn, Tl, wobei 
die beiden letzteren leicht zerfallen. Fiir die Ester gilt aihn- 
liches. Der Zinksalzester zerfaillt sogar schon mit Essigsiure. 
Sehr merkwiirdig ist das spektroskopische Verhalten von Proto- 
porphyrin in Ammoniak. Der primire Spektralbefund schligt 
bei langerem Stehen, schneller beim Erhitzen in einen voll- 
stiindig neuen um. Diese Erscheinung ist reversibel durch 
Krhéhen der Alkalikonzentration. Mit den von Giinther in 
Ergebnisse der allgemeinen Pathologie usw.“ XX. Jahrg., 
Abtlg. 1, S. 627 (1922) beschriebenen Wiirmespektren mancher 
Porphyrine, die nach diesem Autor bereits durch die Wirme 
heiBer Sommertage ausgelést werden, hat diese Erscheinung 
nichts zu tun. Jedoch erinnern die Zahlen an Schumms 


,.c-Hamatoporphyrin“.’) 


1) Diese Zs. Bd. 91, 8. 181 (1914). 
*) Diese Zs. Bd. 139, S. 245,(1924). 
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Ein besonderes Interesse hatte natiirlich die Einfihruys 
des Eisens. In den Ester haben wir friiher schon Kisey 
komplex eingefithrt und krystallisierten Himinester erhalten, 
so daB damit die reversiblen Beziehungen zwischen Hiimiy 
und Protoporphyrin klargestellt waren. In Bestitigung dieser 
Angaben gibt auch der Mischschmelzpunkt zwischen Himin- 
ester und dem Ester des Kisenkomplexsalzes des Protoporphyrins 
keine Depression. Trotzdem hat aber die Uberfiihrung des 
reinen Protoporphyrins in krystallisiertes Himin ein erheb- 
liches Interesse, weil immerhin bei der Veresterung gleich- 
zeitig eine Konstitutionsinderung méglich wire, eine Annahme, 
die gestiitzt werden konnte durch die Tatsache, daf es nicht 
leicht gelingt, in Protoporphyrin Eisen so einzufihren, dai 
umkrystallisierbares Haimin erhalten wird. 

Mit Schneller!) war zwar schon im Jahre 1923 in kry- 
stallisiertes Protoporphyrin Eisen nach der spektroskopischen 
Bestimmung komplex eingefiihrt worden. Das erhaltene Hiimin 
war schén krystallisiert, gab das richtige Hamochromogen- 
spektrum usw. Zur Analyse, die natiirlich notwendig ist, bat 
das Material nicht gereicht. Die Uberfiihrung des Proto- 
porphyrins in Hiimin gelingt nun wohl mit Ferroacetat in der 
iiblichen Art, und es gelingt auch Krystalle (Taf. 1, Fig. 3) 2u 
erhalten, die aber schlecht umkrystallisierbar sind. SchlieBlich 
fiihrte die Ejiseneinfiihrung mit Hilfe der berechneten Menge 
Kisenchlorid in Hisessig unter Zugabe von Natriumacetat in 
guter Ausbeute zum Ziel. Wir erhielten so die typischen 
Krystalle des Himins, die leicht in der itiblichen Weise um- 
scheidbar waren (vgl, Taf. 1, Fig. 4). Hiermit sind die alten Re- 
sultate restlos bestitigt und nachdem die Einfiihrung des 
Eisens mit Hilfe von Ferrichlorid glatt gelingt, ist es auch 
nicht wahrscheinlich, daB beim Ubergang von Protoporphyrin 
in Haimin eine Dehydrierung erfolgt, wie friher angenommen, 
jedoch miissen hier noch weitere Versuche abgewartet werden: 
insbesondere ist es von Interesse, wie die iibrigen Porphyrine 
sich gegen Ferrichlorid unter den angegebenen Bedingungen 
verhalten. Auf die Analysen des Protoporphyrinesters und des 


1) Diese Zs. Bd. 130, S. 316 (1928). 
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,synthetisch* gewonnenen Himins ist noch kurz einzugehen. 
Beim Hiimin stimmten die Werte auf 34 C-Atome, beim Ester 
hesser nach der Willstitterschen Formel auf 33 C-Atome. 
Wir registrieren die 'atsache und verschieben wie friiher die 
Diskussion auf spiter, weil wir eben der Ansicht sind, dab 
durch weiteren Abbau und Synthese die Frage nach der end- 
siiltigen analytischen Zusammensetzung des Hamins schneller 
entschieden wird als durch weitere Analysen, um so mehr, als 
gegen Analysen mit niedrigem Kohlenstotfgehalt bei der 
notorischen Schwerverbrennbarkeit des Himins und _ seiner 
Derivate doch immer der Kinwand unvollkommener Verbren- 
nung bestehen bleibt. 

Himochromogen wurde gleichfalls in Protoporphyrin tiber- 
sefiihrt und wir geben hierbei noch Versuche mit Herrn 
Joseph an, die auch schon vor etwa 1 Jahr zum krystalli- 
sierten Protoporphyrin gefiihrt haben. 

Die Umwandlung des Hamins in Protoporphyrin wurde 
stets spektroskopisch verfolgt und wenn die Reaktion zu 
lange dauerte, ein Doppelspektrum sowohl in Ather, wie in 
25°/,iger Salzsiure feststellbar, beobachtet. Auf Grund dieser 
Beobachtungen lag die Annahme, daB Mesoporphyrin ent- 
standen sei, sehr nahe. In der ‘lat gelang es leicht durch 
lingere Fortsetzung des Prozesses der katalytischen Zersetzung 
der Ameisensiure Mesoporphyrin (Taf. I, Fig.5) zu erhalten und 
dieses Verfahren ist priparativ dem mit Jodwasserstoff nahezu 
gleichwertig. Die abfallenden Mutterlaugen wurden auf Kopro- 
porphyrin untersucht, aber kein Anhaltspunkt fiir das Entstehen 
dieses Kérpers gefunden. Das Palladium durch andere Metalle, 
4. B, Eisen oder Nickel zu ersetzen, gelang nicht. 

Die weitere Untersuchung bewegt sich in der Richtung, 
wie sie bereits vor einem Jahr in der Arbeit mit Richard 
Miller’) festgelegt wurde. Die Decarboxylierung des Proto- 
porphyrins gelingt unschwer und wir erhielten Atioporphyrin 
sowohl als Chlorhydrat wie freies Porphyrin krystallisiert. Nach 
der Untersuchung des Herrn Professor Steinmetz besteht 


') Diese Zs. Bd. 142, S. 160 (1924/25). 
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Identitat mit Willstatters Atioporphyrin, nach den iibereip. 
stimmenden krystallographischen Messungen am freien Poy- 
phyrin sowie an seinem Chlorhydrat, ebenso ist spektroskopisclie 
Identitaét vorhanden. Als Nebenprodukt beobachteten wir ein 
zweites basisches Porphyhrin, das spektroskopisch von Wi\|- 
stiitters Atioporphyrin verschieden ist. Die Krystallbildune 
ist dem Atioporphyrin Shnlich. Spektroskopischer Befund dey 
Hauptstreifen in Ather: Maxima I. 631,9; II. 583,6; III. 5745: 
IV. 534,2; V. 4998. In 25° iger HCl: I. 617; IL. 599. 
III. 563. Die Kiseneinfiihrung fihrt zum komplexen Eisensalz. 
In Pyridin: I. 556,4; II. 519,4. Die katalytische Hydrierung 
ergibt das krystallisierte salzsaure Salz des Willstatterschen 
Atioporphyrins, krystallographisch und spektroskopisch identi- 
fiziert. Aus diesen Befunden folgt mit groBer Wahrscheinlich- 
keit, da& Protoatioporphyrin vorliegt. Die Decarboxylierung 
des Hiimins ist auch gelungen und hat hauptsichlich zu Atio- 
himin neben wenig Protoitiohimin gefiihrt, das denselben 
spektroskopischen Befund gibt wie das kiinstlich bereitete Atio- 
himin?) (in Pyridin Maxima 547,3 und 517). Uber diese Be- 
funde werden wir bald niheres berichten. Wir werden dann auch: 
auf die Konstitution der Seitenketten des Protoporphyrins genauer 
eingehen und auf die Kiisterschen Ansichten zuriickkommen.’ 


Versuehe. 


Protoporphyrin-dimethylester aus Hamin durch katalytische 
Zersetzung von Ameisensaure mit kolloidalem Palladium. 


6 ¢ Hiimin werden mit 0,5 g kolloidalem Palladium 25”), 


der Fa. Kalle & Co. in Biebrich a. Rh. in 600 g (500 ccm) 


Ameisensiiure vom spez. Gewicht 1,22 (95—100°/,) unter kraftigem 


Umschiitteln an der Maschine 45 Minuten zum Sieden erhitzt. 


Mit Beginn des Kochens setzt die Porphyrinbildung ein. Nach 
der angegebenen Zeit ist siimtliches Himin verbraucht uni 


die Lésung dann leuchtend rotviolett. Eine Probe in Ather 


gebracht gibt reines Protoporphyrinspektrum. Nach Abkihlex 
wird von wenig von der Himinkrystallisation herriihrendem 





1) Diese Zs. Bd. 87, S. 498 (1913). 
2) Kiister u. W. Heess, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925). 
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Kochsalz, eventuell auch einigen nicht in Lésung gegangenen 
Himinkrystallen, abfiltriert und unter Riihren in 2 Liter kalt 
gesittigte Ammoniumoxalatlésung gegossen. Porphyrin und 
Palladium fallen kérnig aus und kénnen nach scharfem Um- 
riihren und ?/,stiindigem Absitzen gut filtriert werden. (Filtrat 
meist schwach rot. Enthalt, wenn die Reduktion zu weit ge- 
gangen ist, Mesoporphyrin). Der simtliches Protoporphyrin 
und Palladium enthaltende Filterriickstand wird mit etwa 
250 com 1°/,igem Methylalkohol—Chlorwasserstotf kurze Zeit 
an der Maschine geschiittelt. Dabei geht alles Porphyrin in 
Lisung und wird durch Filtration vom Palladium getrennt. 
Das Verestern erfolgt durch +/,stiindiges Kochen der tief 
violetten Liésung am RiickfluB. Nach Abkiihlen wird durch 
Neutralisieren mit verdiinnter Ammoniak- oder Ammoncarbonat- 
lisung der Ester flockig zur Ausfallung gebracht. Das mit 
Methylalkohol gewaschene und bei 70° getrocknete Rohprodukt 
wird durch Extraktion im Rohr mit wenig Chloroform in 
Lésung gebracht, die Chloroformlésung auf dem Wasserbad 
bis zur fast beginnenden Krystallisation weiter eingeengt und 
durch portionsweise Zugabe von wenig Methylalkohol der reine 
Protoporphyrinester krystallisiert zur Ausscheidung gebracht. 
Ausbeute 70—80°/, der Theorie. Schmelzp. 222°. Mischschmelz- 
punkt mit aus Blut direkt gewonnenem Protoporphyrinester 222° 
(beide Werte unkorrigiert). 

Die tiefgefairbte Mutterlauge enthilt noch viel Trocken- 
substanz (0,4—0,5 g) mit allen Kigenschaften des Porphyrins, 
die aber nicht mehr, auch nicht nach erfolgter Nachveresterung, 
zur Krystallisation gebracht werden kann. Wohl aber laBt sich 
dieser Riickstand zum Teil noch in krystallisiertes Kupfer- 
komplexsalz tiberfiihren. 

Die Ausbeuten verbessern sich nicht wesentlich, wenn mit 
umkrystallisiertem Himin gearbeitet wird. 

Zur Analyse wurde ein zweites Mal umkrystallisiert und 
die Substanz bei 60° im Vakuum itiber Phosphorpentoxyd bis 
zur Konstanz getrocknet. 


5,018 mg Substanz gaben 13,410 mg CO,, 2,970 mg H,O, 0,010 mg 
Asche = (0,2 °/,). 





46 Hans Fischer und Bruno Pitzer, 


©, H3,0,N, Ber. C 73,19 °/, H 6,49 °/, 
Gef. ,, 73,05 , 6,64 
(unter Beriicksichtigung des Aschegehalts) 
Spektrum in Chloroform: 


1. 634,3—628,2; II. 605,6—600,6; III. 589,0...578,6—571,5: 

















631,2 603,1 575, 1 
TV. 547,5—535,6; V. 516,8—499,0; Endabsorption 440,0. 
541,6 507,9 


Reihenfolge der Intensitaét: V, IV, J, II, IL. 

Zur Darstellung des freien Protoporphyrins nach obiger 
Methode wurde die filtrierte Methylalkohol—Chlorwasserstoii- 
lésung mit der Halfte ihres Volumens an 33,3°/,iger NaOH 
versetzt. Ist die Neutralisationswirme allein nicht schon hin- 
reichend zur Verseifung des auch in der Kalte sich teilweise 
bildenden Esters (Probe auf Chloroformléslichkeit), so erwiirmt 
man noch kurze Zeit auf dem Wasserbad und filtriert dann 
vom Natriumsalz ab. Nach Wegwaschen des Alkalis wit 
Methylalkohol wird der Niederschlag in Ameisensiure gelist 
und daraus durch Zugabe von verdiinntem Ammoniak (unter 
Kiihlung) das freie Porphyrin bei noch saurer Reaktion aus- 
gefallt. Der Niederschlag wird ausgiebig mit Wasser ge- 
waschen und dann getrocknet. 

Rohausbeute aus einem 6 g-Ansatz 5 g@ freies Proto- 
porphyrin. Krystallisation kann erzielt werden mit EKisessig 
Ather, Ameisensiiure-Ather, —Essigester und pyridinhaltigem 
Chloroform und Kisessig. Auch aus Anilin krystallisiert das 
Protoporphyrin schén, ebenso aus Phenylhydrazin. 

Als beste Krystallisationsmethode bewihrte sich folgende: 
Das Rohprodukt wird in méglichst wenig Pyridin—Chloroform 
1:2 bis 1:3 bei Wasserbadtemperatur gelést, filtriert und im 
Vakuum das Chloroform wieder abgedampft. Nach kurzem 
Stehen der stark eingeengten Lésung erstarrt diese in der 
Kalte zu einem kompakten Krystallbrei. Nun wird tropien- 
weise unter Umriihren etwa das doppelte Vol. Wasser zu- 
gefiigt, wodurch die Krystallisation noch vervollstindigt wird: 
Absaugen und Waschen mit pyridinhaltigem Wasser und 
schlieBlich mit reinem Wasser bis zum Verschwinden des 
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Pyridingeruchs. Ausbeute bisher im giinstigsten Falle 65°/, 
des Rohprodukts. Die noch sehr dunkel gefirbten Mutter- 
jaugen kénnen mit Hisessig gefillt werden und man erhilt 
aus diesem Niederschlag noch eine zweite minimale Kry- 
stallisation. 
Zur Analyse wurde ein zweites Mal umkrystallisiert. 
4,310 mg Substanz gaben 0,38416 cem N (19°, 722 mm). 
C,,4H3,0,N, Ber. N 9,96 °/, Gef. N 9,87 °, 
Spektrum in essighaltigem Ather: 
I. 635,6—630,0; II. 607,8—603,2; III. 591,4—531,4; 




















632,8 605,5 586,4 
IV. 578,3—574,2; V. 544,8—530,2; VI. 515,3—489,2; 
577,2 537,5 502,2 


Endabsorption 440,0. 
Reihenfolge der Intensitiit: VI, I, V, IV, II, I. 
In 25°/ iger HCl: 
I. 609,0—599,.0: II. 584,8—578,0: III. 569,0—547,8:  End- 
604,0 581,4 558,2 
absorption 447,8. 











Reihenfolge der Intensitat: III, I, Il. 


Protoporphyrin aus Hamochromogen. 

3g Chlorhiimin (nach Schalfejeff) wurden in 50 ccm 
Pyridin unter Erwiirmen gelést und dann mit wenig Hydrazin- 
hydrat versetzt, worauf das Hiimochromogen zum Teil als 
Krystallbrei sich abscheidet. Mit wenig Wasser wurde eine 
diinnfliissigere Konsistenz erzielt, in der die ganze Mischung 
langsam in etwa 800 ccm rauchende Salzsiure eingefiihrt 
wurde, Nach Verdiinnen auf 900 ccm wurde von wenig un- 
verindert gebliebenem Himin abfiltriert und mit Eisessig und 
NaOH bis zur schwach essigsauren Reaktion abgestumpft. Das 
ireie Porphyrin fiel dabei kérnig aus und konnte gut ab- 
genutscht werden. Das wasserhelle Filtrat gab intensive 
Kisenreaktion. Der noch feuchte Riickstand wurde in wenig 
Ameisensiiure gelést und nach Filtration mit so viel feuchtem 
Ather versetzt, bis sich eben eine Krystallisation bemerkbar 
machte. Diese Mischung wurde dann unter Riihren in das 
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5—10fache Vol. Ather eingetropft, worauf das Porphyrin jy 
feinen Nadeln und Biischeln auskrystallisierte. Ausbeute 1.5 ¢, 
Bei der Veraschung ergaben sich 2,25°/, Asche, die noch 
eisenhaltig war. 

0,5 g wurden in den Methylester itibergefiihrt, der ers) 
nach mehrmaligem Umfallen aus Chloroform mit Methylalkolio! 
krystallin wurde und dann ebenfalls noch ziemlich viel Hiseu 
enthielt. Zur Enteisenung wurden 50mg des Esters in 50 ccm 
Chloroform gelést und zweimal mit je 50 ccm kalt gesittigter 
Oxalsiurelésung je 1 Stunde an der Maschine geschiittelt. 
Dann wurde mit Wasser, verdiinnter Sodalésung, abermals 
mit Wasser gewaschen und schlieBlich mit gegliihter Soda ge- 
trocknet. Nach viermaligem Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Methylalkohol, wobei die. einzelnen Krystallisationen nach 
kurzem Stehen halbwarm filtriert wurden, unter Vernach- 
lissigung der noch ziemlich stark gefarbten Mutterlauge, 
resultierten 20 mg eines iiuBerst fein krystallisierten Produktes, 
Schmelzp. 225—226° (unkorrigiert). 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
cetrocknet. 

5,034 mg Substanz gaben 13,390 mg CO,, 3,030 mg H,O, 0,027 mg 
Asche = 0,54 °/,. 

C,,Hss0,N, Ber. C 73,19 °/, H 6,49 °/, 
Gef. ,, 72,96 » 60 
(unter Beriicksichtigung des Aschegehaltes) 
Spektrum in Chloroform: 


I. 635,3—627,4; IL. 606,3—599,3; III. 589,8...579,0—571,7: 

















631,38 602,8 5 75,3 
IV. 548,1—535,1; V. 516,5—499,0; Endabsorption 436,6. 
541,6 507,7 


Reihenfolge der Intensitét: V, IV, I, I, II. 


Darstellung von Protoporphyrin aus Hamochromogen. 
(Nach Joseph.) 
1 ¢ Haimin wird in 5 ccm 10°/,iger Natronlauge, die mit 
H,O auf 15 ccm verdiinnt ist, gelést, filtriert und mit mogliclist 
wenig Wasser nachgespiilt. Zu dieser Lésung gibt man 25 ccm 





a Te een. | 
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'akajamasches Reagens.') Dies wird durch Lésen von 5 g 
Traubenzucker in 11,5 com H,O und 5 ccm 10°/,iger Natron- 
lauge unter Zugabe von 5 ccm Pyridin und so viel H,O, daB 
eine klare Lésung entsteht, jedesmal frisch bereitet. Das Ge- 
misch wird auf dem H,O-Bad erwirmt, bis die Abscheidung 
des Hiimochromogens stattfindet. Nach dem Erkalten wird 
der leuchtend rote Krystallbrei im Stickstoffstrom abgesaugt, 
kurz mit H,O gewaschen und in 80—100 ccm bei Kiskithlung 
mit trockenem Chlorwasserstoff gesiittigtem Eisessig schnell 
eingetragen. Das Himochromogen wird durch Zerdriicken 
unter der Fliissigkeit in Lésung gebracht und diese sofort 
durch ein Glasfilter in eine ziemlich konzentrierte Lésung von 
Natriumacetat filtriert. Das gebildete Porphyrin fallt aus und 
wird nach einigem Stehen abgesaugt und siiurefrei gewaschen. 
Ausbeute 80—90°/, des angewandten Himins. 

Zur Reinigung suspendiert man das noch feuchte Roh- 
porphyrin in H,O und bringt es durch Zugabe von einigen 
Tropfen NaOH oder NH, in Lésung, filtriert die 50 ccm be- 
tragende Flissigkeit und fiigt zur Abscheidung des braunroten 
Na-Salzes 5 g festes Natriumhydroxyd hinzu. Uber Nacht hat 
sich das Na-Salz ausgeschieden, die Fliissigkeit wird nun zur 
besseren Filtration mit Wasser auf das doppelte bis dreifache 
Volumen gebracht, das Na-Salz abfiltriert und mit Wasser die 
iiberschiissige Lauge verdriingt. Dann lést man es in H,0O, 
kocht auf und filtriert, um noch vorhandenes Fe(OH), ab- 
zuscheiden, und fiallt mit verdiinnter Essigsiure das Porphyrin 
aus. Es wird abgesaugt, mit Wasser siiurefrei gewaschen und 
trocken gesaugt. Hierauf lést man es in méglichst wenig 
Ameisensiure (Kahlbaum) und figt zur Lésung vorsichtig 
so lange Ather, bis ein Niederschlag sich abzuscheiden beginnt. 
Nun wird filtriert und diese Lésung in sehr kleinen Portionen 
(je etwa 5—10 Tropfen) in ungefihr 3—5 ccm Ather pro 
Portion unter schwachem Umschiitteln tropfenweise eingetragen. 
Aus der zuniichst entstehenden Liésung fallt sehr bald das 


') Miinchener Med. Wochenschrift Bd. 69, S. 116—117 (1922/23); 
Chem Zbl. 1922, II, S. 612. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. 4 
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Porphyrin in gut ausgebildeten, oft zu Rosetten vereinigten 
Nadeln aus. Es wird abfiltriert und sofort mit Ather nach- 
gespilt, um die noch vorhandene Ameisensaure, in der das 
Porphyrin sehr leicht léslich ist, zu verdrangen. Ausbeute 
30°/, des angewandten Hamins. 

5,395 mg Substanz gaben (16°, 718 mm Hg) 0,4822 eem N,. 


4,460 mg " » (17°, 714 mm_,,) 0,892 ccm ,,. 
3,652 mg - 5 0,02 mg Asche. 
4,073 mg ss, » 10,560 mg CO,, 2,320 mg H,0, 0,032 mg 
Asche. 
2,150 mg = = 5,570 mg ,,,1,100mzg_,, , 0,025 mg 
Asche 
C,,H;,0,N, Ber. C 72,56°/, H 6,09°/, N 9,96° 
Gef. ,, 71,35 , 6,48 1 9,97 
yy 71,51 » 6,10 5 9,77 


Weitere Reduktion von Hamin mit Ameisensaure und 
Palladium zu Mesoporphyrin. 


1 g Hamin wurden mit 75 ccm Ameisensiiure (spez. 
Gew. 1,22) und mit 50 mg kolloidalem Palladium zum Sieden 
erhitzt. Nach °/, Stunden waren samtliche Haiminkrystalle in 
Lisung gegangen und eine in Ather gemessene Probe zeigte 
spektroskopisch reines Protoporphyrin. Nach Zugabe vou 
abermals 50mg Palladium wurde das Sieden fortgesetzt. Von 
Zeit zu Zeit entnommene Proben zeigten im Spektroskop 
deutlich zunaichst das Auftreten eines Doppelspektrums, dann 
langsames Stiirkerwerden des zweiten Streifens im Rot und 
schlieBlich giinzliches Verschwinden des ersten Streifens. Der 
Proze8B wurde nun unterbrochen und die ameisensaure Por- 


phyrinlésung nach Abkihlen mit etwa 150 ccm kalt gesiittigter 


Natriumacetatlésung gefillt. 


Das Filtrat war schwach rosa gefirbt und wurde er- 
schépfend ausgeiithert, der simtlichen Farbstoff enthaltende 
Ather mit viel Wasser gewaschen, filtriert und stehen gelassen. 
Am tolgenden Tage hatten sich aus ihm einheitliche, zum Teil 
gerade, meist aber gebogene Krystallnadeln des freien Meso- 
porphyrins abgeschieden, deren Menge gerade zu einer Mikro- 
N-Bestimmung ausreichte (Taf. I, Fig. 5). 
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3,715 mg Substanz gaben 0,3341 cem N (19°, 719 mm). 
C34H3,0,N, Ber. N 9,89 °/, Gef. N 9,94 °/, 
Spektrum in Ather: Spalt 0,03 mm. 

I, 625,3—621,8 ... 611 (sehr schwach); II. 598,6—595,0; 




















623,5 596,8 
(II. 582,3—572,6; IV. 569,8—566,6; V. 581,0—524,4; VI. 504,0—489,2; 
577,4 568,2 527,7 496,6 


Endabsorption 422,2. 
Reihenfolge der Intensitat: VI, 1, V, IV, III, I. 
In 25°/,iger HCl: 
I. 597,6—591,4; II. 577,0—570,3; TI. 558,0—543,1. 

594,5 573,6 550,5 

Reihenfolge der Intensitat: III, I, II. 
In n/10-NaQH: 
I. 634,3—625,5; II. 604,0—599,1; III. 589,1—571,0; 


























629,9 601,5 580,0 
IV. 555,8—548,4; V. 533,0—519,0; Endabsorption 486. 
552,1 526,0 


Reihenfolge der Intensitat: I, If], V, IV, Il. 


Die mit Na-Acetat gefallte Hauptmenge des Rohporphyrins 
wurde nach der Vorschrift von H. Fischer und Meyer-Betz 
auf Mesoporphyrin weiter verarbeitet; zunichst wird in 1°/, iger 
NaOH gelést, dann mit der doppelten Menge Wasser versetzt 
und filtriert. Das schwach alkalische Filtrat wurde mit einer 
Weinsiiurelésung gefillt, dann das abfiltrierte Porphyrin in 
n/10-NaOH aufgenommen und mit wenig 30°/,iger NaOH als 
Natriumsalz gefillt und der Niederschlag mit 1°/,iger NaOH 
gewaschen. Das Filtrat hiervon war schmutzig-braun und 
wurde spiter weiter verarbeitet. 

Niederschlag samt Filter wurden mit 75 ccm siedender, 
2*/, °/,iger Salzsiure iibergossen und warm filtriert. Das salz- 
saure Mesoporphyrin schied sich in feinen, zum Teil zu Kugeln 
vereinigten, verfilzten Nadeln aus. Zur weiteren Identifizierung 
wurde es in den Methylester iibergefiithrt, der aus Chloroform— 
Methylalkohol in sehr schénen, langen Plattchen krystallisierte. 
Ausbeute 0,25 g. Schmelzp. 210—211°, Mischschmelzpunkt 


o 
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mit einem aus Himin mit Hisessig—Jodwasserstoff gewonneney, 
Praparat 210° (unkorrigiert). 

Nach zweimaligem Umkrystallisieren wurde zur Analyse 
im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


4,820 mg Substanz gaben 12,730 mg CO,, 3,020 mg H,0, 0,010 me 


Asche. 
5,223 mg = » 13,810 mg CQO,, 3,390 mg H,0. 
5,621 mg » 90,4802 cem N (19°, 719 mm), 
C3gH ON, Ber. C 172,69 °/, mB 78%, N 9,43 %, 
Gef. ,, 72,20 y 1,08 » 9,44 
yy 72,27 » 1,28 = 


(mit Beriicks. d. Asche). 


Spektrum in Chloroform: 
I. 625,4—617,8; IT. 597,8—592,6; III. 581,7—572,6; 




















621,6 595,2 517,1 
IV. 570,0—564,0: V. 538,7—525,0; VI. 511,2—486,4; End 
567,0 531,8 498,8 


absorption 434,3. 

Reihenfolge der Intensitit: VI, V, I, 1V, III, I. 

Das schmutzig-braune FTiltrat des Natriumsalzes wurde 
mit Eisessig gefillt, filtriert, in wenig verdiinntem Ammoniak 
gelést und in siedende 2'/,°/,ige Salzsiiure gegossen. Die 
Hauptmenge schied sich amorph ab. Die Mutterlauge, in der 
auf Koproporphyrin gefahndet wurde, gab alkalisch und in 
Ather Mesoporphyrinspektrum. 

Die salzsaure Mutterlauge des salzsauren Mesoporphyrins 
wurde mit Natriumacetat abgestumpft und mit Ather aus- 
geschiittelt. Dieser schied nach mehrtigigem Stehen nocli 
schlecht krystallisiertes freies Mesoporphyrin aus. 

Fiir das gleichzeitige Auftreten eines koproihnlichen 
Porphyrins war kein Anhalt zu finden. 

Am schnellsten fiihrt folgendes Verfahren zu Meso- 
porphyrin: 


3 g Himin werden mit 0,6 g_ kolloidalem Palladium 
25°/,ig in 300g Ameisensiure (spez. Gew. 1,22) °/, Stunden 
am RiickfluB unter gleichzeitigem Schiitteln zum Sieden 
erhitzt. Eine nach dieser Zeit spektroskopisch untersuchte 
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Probe gibt reines Mesoporphyrinspektrum. Nach Abkiihlen 
wird mit der vierfachen Menge etwa 30°/,iger Ammonium- 
acetatlésung gefallt. Dabei konnten gelegentlich neben dem 
Palladium einzelne Porphyrinkrystalle beobachtet werden. Die 
Hauptmenge schien amorph, aber in abgerundeten regelmiibigen 
Formen. Nach kurzem Absitzenlassen wird filtriert. Aus dem 
Filtrat konnte wie oben eine geringe Menge freien Porphyrins 
krystallisiert gewonnen werden. Die Fallung wird feucht in 
einem Kélbchen mit wenig warmer Ammoniaklésung gut ver- 
teilt und mit 250 ccm siedender 2,5°/, iger Salzsiiure aus- 
ceschiittelt und filtriert. Aus dem Filtrat krystallisierten im 


ciinstigsten Falle 1,9 g = 65°/, 


salzsaures Mesoporphyrin. 

Kin geringer Teil des salzsauren Mesoporphyrins krystalli- 
sierte schon auf dem Filter, wo es mit dem Palladium zuriick- 
blieb. Durch Behandeln mit 1°/, Methylalkohol—Chlorwasser- 
stoff wurde die Trennung von Palladium erzielt. Das Filtrat 
wurde kurz gekocht, dann mit verdiinnter Ammoniaklésung 
gefallt und aus Chloroform—Methylalkohol dieser Anteil als 
imethylester krystallisiert (Schmelzp. 210°). 


Protoporphyrin aus Hamin mit Ameisensaure und Eisen. 


6¢ Haimin werden mit 300 g Ameisensiiure (spez. Gew. 1,22) 
zum Sieden erhitzt. Dann werden in Abstanden von 5 Minuten 
sechsmal je 1 g fein pulverisiertes Hisen (red. .zur Analyse“ 
Kahlbaum) in die siedende Fliissigkeit eingetragen und weiter 
15 Minuten gekocht. Um StoBen zu vermeiden, empfiehlt es 
sich, gleichzeitig an der Maschine zu schiitteln. Nach der 
Gesamtreaktionsdauer von 40 Minuten ist siimtliches Hiaimin 
in Porphyrin iibergefiihrt. Es wird nun abgekihlt und von 
itisen und gebildetem Ferroformiat filtriert. Die Fallung ge- 
schieht durch Verdiinnen mit der 2—3fachen Menge Wasser 
und Zugabe von festem Ammoniumacetat. Der Niederschlag 
wird ausgiebig mit Wasser gewaschen und getrocknet. Im 
Filtrat bleibt meistens noch eine geringe Menge Porphyrin, 
auBerdem sehr viel Hisen. 


Rohausbeute 4,5—5 g. 


t 
F 
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Die Krystallisation erfolgt aus Pyridin und Wasser in de: 
bei der Darstellung mit Palladium angegebenen Weise. 

Zur Analyse wurde ein zweites Mal umkrystallisiert. Das 
Produkt erwies sich als vollkommen aschefrei (Taf. 1, Fig. 2. 

4,424 mg Substanz gaben 11,729 mg CO,, 2,510 mg H,0. 


4,021 mg - »  0,3646 com N (17°, 715 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. C 72,56°/, H 6,099, N 9,96°, 
Gef. ,, 72,32 , 6,34 > 10,04 


Spektrum in Ather: 
I. 636,0—629,8; II. 608,1—603,4; III. 590,7—581,3; 




















632,9 605,6 586,0 
IV. 578,4—573,8 : V. 544,8—530,6; VI. 514.8—491,0; 
576,1 537,7 502,9 


Endabsorption 439,3. 
Reihenfolge der Intensitit: VI, I, V, IV, Ill, U. 
In 25°/, iger HCl: 
1. 608,6—600,2; II. 584,6--577,9; II. 566,0—551,4 ; 
604,4 581,3 558,7 
Endabsorption 436,8. 
Reihenfolge der Intensitit: III, I, I. 
Das reine krystallisierte Porphyrin lést sich nicht in 
n/10-NaOH. 
In n/10-Kalilauge, in der es sich auch nur wenig léste, lag der 
erste Streifen bei 652,7—636,7. Die tibrigen Streifen sind an Intensitiit 
644,7 
erheblich schwiicher und nur schlecht zu messen. II. 602,8—582,0: 
592,4 

















Il]. 571,6—558,7; IV. 546,4—529,8; Endabsorption 489,0. 
565,2 538,1 








Zur Ergiinzung fiihren wir noch das Spektrum in Pyridin an: 
I. 636,8—630,1; II. 607,8—601,5; “IIT. 591,8—580,4: 




















633,4 604,6 586,1 
IV. 578,2—573,7;  -V. 547,5—535,8; VI. 518,0—498,3; 
55,9 541,6 508,1 


Endabsorption 442,1. 


Reihenfolge der Intensitit: VI, I, V, IV, II, I. In ver- 
diinnter ammoniakalischer Lisung ist der Spektralbefund 








~ 
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|. 645; Il. 593; Ill 565; IV. 540. Beim lingeren Stehen, 
schneller beim Erhitzén, beobachtet man I. 629; II. 579: 
Ill. 552; IV. 516. Die Erscheinung ist reversibel und auch 
in Alkali durch Alkohol auslésbar. 


Eiseneinfihrung in Protoporphyrinester. 


0,1 g Protoporphyrin-methylester wurde in wenig sieden- 
dem Eisessig gelést. Nach Zugabe von etwas Kochsalz wird 
nun tropfenweise eine siedende Ferroacetatlisung zugefiigt, bis 
endgiiltiger Farbumschlag nach Braun und spektroskopisch kein 
Porphyrin mehr festzustellen ist. Nach 12 stiindigem Stehen 
wurde abgesaugt, Ausbeute 40mg. Dieses Rohprodukt, kugel- 
formige Gebilde, konnte aus Chloroform und mit Kochsalz 
gesittigtem Kisessig ziemlich quantitativ umkrystallisiert werden. 
Plittchen mit abgerundeten Seiten, vielfach zu Biischeln an- 
geordnet. Schmelzp. 260° (bei schnellem Erhitzen). Misch- 
schmelzpunkt mit Himinester 258—260° Die Mutterlauge 
wurde mit Chloroform versetzt und mit Wasser entmischt, die 
Chloroformschicht mehrfach mit Wasser gewaschen, mit Chlor- 
calcium getrocknet, eingeengt und tropfenweise in siedenden, 
mit Kochsalz gesittigten Eisessig gegeben. Eine Krystallisation 
konnte nicht mehr erzielt werden, auch nicht durch Eindunsten 
einer Chloroform- oder Benzollésung, aus denen normalerweise 
schéne Eindunstungskrystalle erhalten werden. 


Ks zeigte sich dann, daB das Kisen auch in 3 wertiger 
Form einzufiihren war und zwar mit besserer Ausbeute. 


0,1 g Protoporphyrin-methylester wurden in 25 ccm sieden- 
dem Eisessig geldst, filtriert und dann 1 ccm einer 1°/, Eisen 
enthaltenden Lésung von Kisenchlorid in 90°/, iger Essigsiure 
zugegeben. Dann wurde langsam festes Natriumacetat in die 
siedende Lisung eingetragen, bis Farbumschlag in Braun ein- 
getreten war; hierauf noch ein Tropfen rauchende Salzsiure, 
jedoch so, daB diese noch durch das Natriumacetat neutralisiert 
blieb, zur Erleichterung der Krystallisation. Der Ester krystalli- 
siert in feinen Plittchen und Biischeln. Beim EKindunsten der 
heiBen Lésung ‘uBerst feine Eindunstungskrystalle, ‘bnlich 
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denen, die man bei der Teichmannschen Probe beobachtet, 
Nach Abkihlen wurde filtriert und nacheinander mit Hisessig, 
verdiinnter Essigsiure, Wasser, Alkohol und Ather gewaschen, 
Ausbeute 65 mg. Schmelzp. 259°. Mischschmelzpunkt it 
normalem Haminester zeigt keine Depression. Zur Analyse 
wurde aus Benzol und Eisessig umkrystallisiert. 


Die Mutterlauge wurde mit Chloroform versetzt, die 
Mischung mit Wasser getrennt und die Chloroformlésung aus- 
giebig mit Wasser gewaschen, dann getrocknet und eindunsten 
gelassen. Aus Benzol und Hisessig krystallisierte dann noch 
eine zweite geringere Ausbeute, 

Zur Analyse wurde bei 60° zur Konstanz getrocknet. 

4,010 mg Substanz gaben 9,210 mg CO,, 1,980 mg H,O, 

0,476 mg Fe,Q,. 

3,992 mg Substanz gaben 9,240 mg CO,, 2,060 mg H,O, 
0,474 mg Fe,O,. 

Nach nochmahgem Umkrystallisieren: 

4,280 mg Substanz gaben 9,830 mg CO,, 2,200 mg H,O, 
0,500 mg Fe,Q,. 

4,165 mg Substanz gaben 0,3205 eem N (18°, 716 mm). 

3,945 mg i » 2,098 mg AgJ. 

5,678 mg ms » 3,925 mg AgJ. 

C,H, 30,N,FeCl 

Ber. C 63,57°/, H 5,349, N 8,249’, Fe 8,21°, (OCH,), 9,13 

C,,.H,,0,N, FeCl 


Ber. C 62,92 ,, 5,43 —,, 8,89 y 8,36 » 9,29 
Gef. , 62,68 , 552 , — 8,30 “ 
,<—s 58% . = » 8,31 : “eo 


Nach Umkrystallisieren: 


C 62,64 H5,75 N 8,50 1 8517 » 8,70 
a | 
Hiimochromogenspektrum des Esters in Pyridin mit 
Hydrazinhydrat: 


I. 562,4—551,6; II. 529,4—521,0. 








557,0 525,2 
Reihenfolge der Intensitit: I, IL. 
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Einfihrung von Eisen in Form von Ferroacetat in freies 
Protoporphyrin. 

0,5 g méglichst fein pulverisiertes freies Protoporphyrin 
wurden in etwa 50 ccm einer 90°/, igen mit Kochsalz ge- 
siittigten Essigsiiure siedend gelést und filtriert. Es wurde 
nun bei Siedehitze tropfenweise eine frisch bereitete siedende 
Liésung von Ferroacetat in Eisessig zugegeben, bis die Farbe 
von Rot in braun umschlug, und die Liésung spektroskoypisch 
kein Porphyrin mehr zeigte. Die Himinkrystallisation begann 
schon in der Wirme, nach Abkiililen wurde abfiltriert und 
mit Kisessig, verdiinnter Essigsiiure, Alkohol und Ather ge- 
waschen. Himinartige Plattchen mit sehr spitzen Winkeln 
‘Taf. I, Fig. 3). Alle Versuche, eine Umkrystallisation aus 
ammoniakalischem Alkohol und Eisessig zu erzielen, schlugen 
fehl. Es entstanden entweder gar keine oder nur sehr schlecht 
nusgebildete und kleine Krystalle, die auch bei weiteren Um- 
krystallisationsversuchen nicht die dem Himin zukommende 
gute Krystallisationsfahigkeit zeigten. 


Rickverwandlung des freien Protoporphyrins in Hamin 
mit Hilfe der berechneten Menge dreiwertigen Eisens. 

1 g méglichst fein pulverisiertes reines Protoporpbyrin 
wird mit 100 ccm Eisessig und wenigen Tropfen konzentrierter 
Salzsiure in Liésung gebracht. Dazu gibt man noch 10 ccm 
emer 1°/, Eisen enthaltenden Liésung von Eisenchlorid in 
40°), iger Essigsiiure (etwas mehr als die berechnete Menge). 
Nach Filtrieren erhitzt man die Lésung zum Sieden und fiigt 
dann portionsweise festes Natriumacetat hinzu, bis die freie 
Salzsiure abgestumpft ist. In diesem Moment findet Farb- 
umschlag-nach Braun statt und die Himinkrystallisation be- 
ginnt, was sich an starkem StoBen der siedenden Fliissigkeit 
bemerkbar macht. Es eriibrigt sich, weiter zu erhitzen und 
die Krystallisation wird durch Erkalten vervollstiindigt. [ie 
abgesaugten stahlblauen Krystalle werden nacheinander mit 
Kisessig, verdiinnter Essigsiure, Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen. Ausbeute 0,9 g. 
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Zur Analyse wurde aus ammoniakalischem Alkohol und 
Eisessig umkrystallisiert und im Vakuum bei 60° iiber Phos. 
phorpentoxyd bis zur Konstanz getrocknet. 

4,19 mg Substanz gaben 9,655 mg CO,, 1,936 mg H,0, 0,488 m Fe,(),, 


3,919mg_,, »  0,3018 cem N (16°, 712 mm). 
C3,H3.0,N,FeCl Ber. C 62,63°/, H 4,95°, N 8,60°/, Fe 8,57° 
Gef. ,, 62,838 ,, 517 4, 8,52 9 8,15 


Der niedrige Kisenwert erklirt sich dadurch, daB wihrend 
der Verbrennung einige Aschepartikel aus dem Platinschifichey 
spritzten. Hs wurde deshalb noch eine besondere Kisen- 
bestimmung ausgefiihrt. 

4,118 mg Substanz gaben 0,500 mg Fe,O, = 8,50°), Fe. 

Hamochromogenspektrum: 

J. 564,4—551,6; II. ...528,7—523,0...; Endabsorption 442,¥. 

558,0 525,8 

Reihenfolge der Intensitit: I, I. 

0,2 g des umkrystallisierten Protohimins wurden nach der 
Kiisterschen Vorschrift mit Dimethylsulfat alkalisch verestert. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des umkrystallisierten 
Produkts mit dem Methylester des normalen Himins lagen 
bei 259° Es erwies sich also ebenfalls mit diesem identisch. 

Das freie Protohimin beider Darstellungsarten, sowie ein 
Praparat des normalen nach der Schalfejeffschen Methode 
dargestellten Hamins wurden Herrn Professor Steinmetz zur 
krystallographischen Untersuchung vorgelegt. Dieser iiuBerte 
sich folgendermaBen: 

.Die Ausléschungsrichtung des stark absorbierende 
Strahles steht zu den scharf oder langer ausgebildeten Kanten 
bei allen Priparaten in einem Winkel von etwa 34° im Mittel 
(Grenzen 31—36°). 

Die ebenen Begrengungswinkel schwanken. Bei normalen! 
Bluthimin?) ist der Winkel gréBer, etwa 54—58° (Kanten- 
winkel). 

Protohiimin?) zeigt eine scharfe und eine etwas abgebogene 
Jegrenzungskante, die etwa 30—33° miteinander bilden; dic 








1) Skizze 1. 
*) Siehe Tafel I, Fig. 3 und Skizze 2. 
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abgebogene Kante ist daher im grofen und ganzen der oben 
erwihnten Ausléschungsrichtung parallel. Kin weiteres Prii- 
parat von Protohimin') zeigt ebenfalls Begrenzungswinke! 
von 54”. 

Man kann also auf Grund der krystallographischen Unter- 
suchung keine wesentlichen Unterschiede zwischen dem Proto- 
hiimin und dem normalen Bluthiimin feststellen.~ 
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Skizze 1. Skizze 2. 


AuBer dem Eisen konnten noch Kupter, Zink, Kobalt, 
Nickel, Zinn und Thallium komplex in das Protoporphyrin 
eingefiihrt werden. Diese Salze zeichnen sich durch besonders 
gute Krystallisationsfihigkeit aus. 


Komplexes Kupfersalz. 


0,1 g Protoporphyrin wurden in 2 ccm Pyridin und 3 ccm 
Chloroform gelést, filtriert und in 15 ccm einer siedenden Liésung 
von Kupferacetat in Eisessig eingetragen. Die Krystallisation 
beginnt sofort. Nach Abkihlen wurde abgesaugt und mit His- 
essig und Ather gewaschen. Umkrystallisation erfolgte aus 
Pyridin und Hisessig. Ausbeute fast quantitativ. 


') Siehe Tafel 1, Fig. 4 analog Skizze 1. 
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4,120 mg Substanz gaben 9,842 mg CQ,, 1,951 mg H,0O, 0,525 mg Oud. 


4,948 mg ss » 0,3949 eem N (18°, 726 mm). 
C;4H3.0,N,Cu Ber. C 65,41°/, H 5,179/, N 8,989/, Cu 10,19° 
Gef. ,, 65,15 y 3,29 1» 8,94 »» 10,18 


Spektrum in Pyridin: 

I. 584,4—563,9; Il. 543,2—529,3; Endabsorption 436,2. 
574,6 536,38 

Reihenfolge der Intensitiit: I, II. 








Komplexes Zinksalz. 
Darstellung analog dem Cu komplex. 


3,930mg Substanz gaben 9,405mg CO,, 1,900 mg H,O, 0,480 mg ZnO. 
4,007mg _,, » 0,3244eem N (19°, 716 mm). 
C,,Hy,0,N,Zn Ber. C 65,22°), H 5,16°, N 8,95°%, Zn 10,44 
Gef. ,, 65,27 3,41 . 8,91 » 9,81 . 
Spektrum in Pyridin: 


Tf 


I. 597,1—580,8; Il. 562,2—538,7; Endabsorption 444,5. 
588,9 550,4 








rr 


Lie beiden Streifen sind von nahezu gleicher Intensitit. 


Komplexes Kobaltsalz. 

Darstellung analog den vorhergehenden Salzen. Aus der 
Lisung krystallisierte zuniichst nur wenig aus. Die Krystalli- 
sation wurde durch Atherzusatz vervollstindict. 

4,510 mg Substanz gaben 10,790 mg CO,, 2,300 mg H,O, 0,570 mg CoO, 


4,822 mg a » 0,3881 eem N (20°, 719 mm). 
C.,.H;,0,N,Co Ber. C 65,89°/, H 5,189/, N 9,05, Co 9,52°/, 
Gef. ,, 65,25 » 5,71 _ <a , 9,94 


Spektrum in Pyridin: 

i. 581,83—564,3; IL. 546,4—526,6; Endabsorption 448.4, 
: 572,8 536,5 

Reihenfolge der Intensitaét: I, IT. 








Komplexes Nickelsalz. 


Analog den iibrigen. Krystallisierte vollstindiger als das 
Co-Salz. 


3,890 mg Substanz gaben 9,435 mg CO,, 1,890mg H,0, 0,463mg NiO. 
4,011 mg ee 55 09,3361 cem N (18°, 721 mm). 
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C,H .0,N,Ni Ber. C 65,92° 9 H 521° 0 N 9,05 °/, Ni 9,48°), 
Gef. ,, 66,15 » 848 » 2,42 »» 9,35 


Spektrum in Pyridin: 
[. 574,2—550,3; IL. 531,3—515,2; Endabsorption 448,1. 
562,3 523,2 








Reihenfolge der Intensitit: I, IJ (am thnlichsten dem 
Himochromogenspektrum). 


Komplexes Zinnsalz. 


Das Salz krystallisierte nach der oben angegebenen Dar- 
stellungsmethode nicht aus. Es wurde deshalb mit wenig 
Wasser sehr fein krystallisiert gefillt und aus alkoholischer 
Kalilauge und Hisessig unter Zusatz einiger Tropfen Wasser 
umkrystallisiert. 

3,995 mg Substanz gaben 7,146 mg CO,, 1,710 mg H,O, 0,795 mg 


SnQ,. 
4,005 mg ” ‘i 7,940 mg ,,, 1,800mg _ ,, , 0,885 mg 
SnO,,. 
4,962 mg - » 0,299 eem N (18°, 714 mm). 
C,,H,.0,N,Sn Ber. C 60,10°/, H 4,75°/, N 8,259/, Sn 17,48, 
Gef. ,, 54,21 » 582 », 6,64 oo 1548 
5, 04,07 » 5,03 y= » iT As 


Die Elementaranalysen des Zinnsalzes erlauben noch keine 
definitive Formel aufzustellen. 

Spektrum in Pyridin: 

I, 593,8—577,0; Il. 557,8—536,2; Endabsorption 441,5. 

585,4 547,0 

Beide Streifen von gleicher Intensitit. 

Wahrend die reinen Kupfer-, Zink-, Kobalt- und Nickelsalze 
in Kisessig unlislich und dementsprechend auch nicht in Ather 
zu treiben sind, ist dies bei Zinn und Thallium der Fall. 

Sn-Salz in Ather: 

I. 589,4—574,4; Il. 551,6—533,0; Endabsorption 429,4. 

581,9 542,3 
Beide Streifen von gleicher Intensititt. 














Komplexes Thalliumsalz. 


Die Darstellung erfolgte im wesentlichen wie bei Zinn. 
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4,020 mg Substanz gaben 7,650mg CO,, 1,710mg H,O (Asche §& 
fliichtig). |B 


5,465 mg = ,  0,3685 cem N (18°, 723 mm). G 
C3,H3,0,N,T] Ber. C 53,39°/, H 4,22°/, N 7,33%, Ti 26,68°, 
Gef. ,, 51,90 4,76 yy 1)D2 — 


Nach den Analysenresultaten handelt es sich zweifellos 
um eine Thalliumkomplexsalzverbindung mit einem Thallium- 
atom. Die Kohlenwasserstoffbestimmung war schwierig wegen 
der Fliichtigkeit des Thalliumoxyds und erklart die nicht gute 
Ubereinstimmung mit der Theorie. 














Spektrum in Pyridin: el 
I. 598,4—584,2; II. 563,8—545,4; Endabsorption 449,8. | i 
591,3 554,6 al 

Beide Streifen von gleicher Intensitit. ’ 

Spektrum in Ather: ly 

I. 597,1—579,4; II. 562,0—537,5; Endabsorption 441,2. . 

588,2 549,7 

Beide Streifen von gleicher Intensitit. 

Auch in den Methylester des Protoporphyrins konnte 
Kupfer und Zink komplex eingefiihrt werden. Die Salze kry- 
stallisierten ebenfalls sehr schon. 

Komplexes Kupfersalz des Protoesters. 

0,5 g Protoporphyrinmethylester wurden in 5ccm Pyridin el 
unter Erwirmen aufgelést. Dazu wurden etwa 3 ccm einer ” 
siedenden, mit Kupferacetat gesattigten Pyridinlésung tropfen 
gelassen und noch kurze Zeit aufgekocht. Beim Erkalten 
krystallisierte der Kupfersalzkomplex in schénen violetten Iu 
Plattchen und Nadeln aus (Durchsicht rotbraun). Nach einer 
Stunde wurde abfiltriert. Die Mutterlaugen waren noch tiefrot : 

, 


gefirbt. Es wurde mit Pyridin und dann mit Methylalkohol 
gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. Ausbeute 
0.5 g. Zur Analyse wurde zweimal aus Chloroform und 
siedendem Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 217—218". 


3,960 mg Substanz gaben 9,530 mg CO,, 2,080 mg H,0, 0,500 mg Cul. 
4,842 mg », 0,381 cem N (16°, 715 mm). 
4,449 mg ” » 8,11 mg AgJ. 
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CygH,0,N,Cu 
Ber. C 66,28°/, H 5,57% N 8,59%, Cu 9,75%, (OCH,), 9.51%, 
Gef. ,, 65,64 9 5,87 » 8,73 » 10,08 » 94,28 


Spektrum in Chloroform: 

I, 581,0—562,6; II. 540,4—525,8; Endabsorption 426,2. 
571,8 533,1 

Reihenfolge der Intensitit: I, II. 








Komplexes Zinksalz des Esters. 


0,5 g Ester in 5 ccm Pyridin gelést wurden mit 3—4 ccm 
einer Lésung von Zinkacetat in Pyridin erwirmt. Nach Stehen 
iiber Nacht waren 0,3 g Zinksalz in groBen violetten Platten 
auskrystallisiert. Der Rest wurde aus der Mutterlauge mit 
Wasser amorph gefiallt. Die erste Ausbeute wurde zur Ana- 
lyse aus Chloroform—Methylalkohol zweimal umkrystallisiert. 
schmelzp. 230—235° (sintert vorher). 

5,923 mg Substanz gaben 4,194 mg Agu. 

CgH,0,N.Zn Ber. (OCH,), 9,48°/,  Gef. (OCH,), 9,35°, 

Chloroformspektrum des zweimal umkrystallisierten Esters. 

I. 589,0—572,8; Il. 551,2—534,0; Endabsorption 435,6. 

580,9 542,6 

Reihenfolge der Intensitat: I, II. 








Die zweite, geringere Ausbeute aus der Mutterlauge konnte 
ebenfalls aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert erhalten 
werden. 


Wiahrend das Kupfersalz bestindig ist, zerfallt das Zink- 
salz leicht, durch Kochen mit Eisessig teilweise, mit verdiinnter 
Kssigsiiure vollstiindig wieder in Porphyrin. 

Mit Blei und Quecksilber wurden nach obiger Methode 
ebenfalls Komplexsalzspektren erhalten. In beiden Fillen 
krystallisierte aber der unveriinderte Ester wieder aus. 
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Uber Takamaltase und Takasaccharase. 
(II. Beitrag zur Spezifitat der Disaccharasen.) 


Von 
Jesaia Leibowitz und Paul Mechlinski. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1925.) | 


1, 

Die Untersuchung der Malzmaltase!) fihrte kiirzlich zur 
Feststellung der Existenz zweier verschiedener Maltasetypen 
mit spezifisch verschiedenen Wirkungsmechanismen. Der Unter- 
schied erstreckte sich auch auf die Wirkungsbedingungen und 


XuBerte sich besonders in dem stark abweichenden Verlau/ 


der Aktivitiits-p,-Kurven.”) In diesem Zusammenhang gewaun 
eine Notiz Eulers®*) iiber die Takamaltase (aus Aspergillus 
oryzae) fir uns besonderes Interesse: nach Versuchen von 
kk. Josephson sollte sich der Wirkungsbereich dieses Ferments 
— wie derjenige der Malzmaltase — weiter ins saure Gebiet 
erstrecken, als es bei der sehr siureempfindlichen Hefemaltase 
der Fall ist. Die eingehende Untersuchung der T'akamaltase 
hat nun ihre vollstiindige Ubereinstimmung mit dem Malv- 
ferment ergeben. 

Als Ausgangsmaterial benutzten wir die ,,Takadiastase” 
von Parke, Davis u. Co. (London), die das maltosespaltende 
Ferment neben zahlreichen anderen mit viel Proteinen und 
Kohlehydraten verunreinigt enthilt. Durch Dialyse und Alkoho!- 
fillung konnte eine Anreicherung der Maltase auf etwa das 


1) J. Leibowitz, Diese Zs. Bd. 149, S. 184 (1925). 

*) H. Pringsheimu. J. Leibowitz, Biochem. Zs, Bd. 161, 8. 45° 
(1925). 

5) H. v. Euler, Chemie d. Enzyme, Bd. II, S. 159 (2. Aufl, 1922). 
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Sfache (Mf =~ 0,05) erzielt werden; hierbei kam uns die 
Alkoholunempfindlichkeit des Ferments zugute, die in aus- 
gesprochenem Gegensatz zum Verhalten der Hefemaltase?) 
steht. Mit dem so gereinigten Ferment wurden alle folgenden 
Versuche angestellt. 

Das Acidititsoptimum der maltatischen Wirksamkeit wurde 
bei p,, = 4,0—4,5 ermittelt. Der Wirkungsbereich (2,5—8,0) 
iibertrifft an Umfang noch den der Malzmaltase; insbesondere 
nach der sauren Seite hin erstreckt er sich noch betrichtlich 
iiber die von Josephson?) angegebene Grenze (p,, = 4) hinaus. 

Bei der Bestimmung der Kinetik der Maltasewirkung zeigte sich 
ein bemerkenswerter Unterschied im Verhalten der rohen und der ge- 
reinigten Proben: wihrend bei Anwendung der letzteren die Spaltung 
fast bis zum SchluB monomolekular verliuft, fanden wir bei einem der 
Handelspriparate ein deutliches Ansteigen der k-Werte, wie es bei der 
Malzmaltase und in ilteren Versuchen von Ch. Philoche’) — freilich 
noch ohne Kontrolle der Wasserstoffionenkonzentrationen — auch bei 
der Takamaltase beobachtet wurde. In bezug auf die Proportionalitiit 
yon Fermentmenge und Reaktionsgeschwindigkeit konnten wir die iilteren 
Angaben bestiitigen. 

Wie aus dem Vergleiche des Verlaufes der Aktivitiits- 
p,-Kurven von Taka-, Malz- und Hefemaltase vermutet werden 
konnte, zeigte sich das Takaferment voéllig unwirksam gegen- 
iiber a@-Methylglucosid. Sein Verhalten gegeniiber #-Methyl- 
maltosid (vgl. I. Mitteilung) lieB sich nicht ermitteln, da unsere 
Praparate eine energisch wirkende §-Glucosidase enthalten ‘), 
deren Abtrennung uns noch nicht gegliickt ist. Um die Zu- 
gehorigkeit des Fermentes zum Malzmaltasetypus sicherzustellen, 
priften wir sein Verhalten gegeniiber Maltosazon, dessen Spalt- 
barkeit durch Hefemaltase schon vor 15 Jahren von Neuberg 
und Saneyoshi®) festgestellt wurde. Wie es die Theorie 


1) F. R6bmann, Chem, Ber. Bd. 27, S. 3251 (1894); Th. Bokorny, 
Chem. Zbl. 1919, Bd. III, S. 681. 

*) a. a. O. 

8) Ch. Philoche, Journ. chim. phys. Bd. 6, S. 262 (1908). 

‘) In Einklang mit dem Befund von J. Hatano, Biochem. Zs. 
Bd. 151, 8. 498, 501 (1924) und entgegen den Angaben Y. Hattoris, 
Biochem. Zs. Bd. 150, S. 150 (1924). 

‘) C. Neuberg u. Saneyoshi, Biochem. Zs. Bd. 36, S. 44 (1911). 
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verlangt, trat keine Spaltung durch Malz- oder Takamaltase 
ein, offenbar infolge der Modifizierung des Glucoseteils dey 
Maltose durch den Eintritt der Phenylhydrazinreste, eine Sub- 
stitution, die die Wirkung des auf den Glucosidoteil ein. 
gestellten Fermentes (a@-Glucosidase bzw. Glucosidomaltase’ 
nicht zu verhindern vermag. 

Das Vorkommen des neuen Ferments, das wir im Gegen- 
satz hierzu als Glucomaltase bezeichnen wollen, ist also 
nicht, wie zuerst vermutet, auf vereinzelte Malzsorten be- 
schrinkt. AuBer der Maltase des Aspergillus oryzae scheinen 
auch die gegen a-Methylglucosid unwirksamen Maltasen anderer 
Schimmelpilze!), sowie die tierischen Maltasen”) demselben 
Typus anzugehéren. Immerhin ist das noch nicht voéllig gewib: 
wenn auch die Identitit von e-Glucosidase und Hefemaltase 
erwiesen sein diirfte, so ist — besonders im Hinblick auf die 
Verschiedenheit von f-Glucosidase und Gentiobase oder Cello- 
biase — die Existenz von Maltasen nicht ausgeschlossen, die 
a-Glucoside nicht mitspalten, ohne dabei notwendigerweise 
den Wirkungsmechanismus der Glucomaltasen zu besitzen. 

Betrachten wir die glucosidatische Fahigkeit der Glucosido- 
maltase, so fallt die ungemeine Feinheit ihrer Anpassung an 
den intakten «-Glucosidorest auf; die Angabe iiber das 
Verhalten des 6-Methyl-v-methylglucosids, das in der I. Mit- 
teilung als Ausnahmefall und Veranschaulichung der Grenze 
der Spezifitat angefiihrt wurde*), hat sich inzwischen als ein 
durch die Verunreinigung des Praparates mit a-Methylglucosid 
verursachten Irrtum erwiesen.*) Nach den neuesten Unter- 
suchungen Helferichs‘) geniigt schon die geringste strukturelle 
Veriinderung — wie z. B. die Reduktion der 6-stindigen Car- 
binolgruppe, die die Wirkung der f-Glucosidase nicht zu 





1) A. W. Dox u. R. E. Neidig, Biochem. Zs. Bd. 46, S. 497 (1912); 
A. Aubry, Jl. de Pharm. et de Chim., 7. Serie, Bd. 10, S. 23 (1914. 

2) E. Fischer u. W. Niebel, Sitz.-Ber. d. PreuB. Akad. Bd. 5, S. 73 
(1896). 

’) J. Leibowitz, Diese Zs. Bd. 149, S. 184 u. zwar 189 (1925). 

4) B. Helferich, W. Klein u. W. Schafer, Chem. Ber. Bd. 59, 
S. 79 (1926). 
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lihmen vermag') —, um die Spaltbarkeit durch «-Glucosidase 
aufzuheben. Diesen Ausfiihrungen ist noch hinzuzufiigen, daB | 
unter demselben Gesichtspunkt auch das verschiedene Ver- | 
halten der Zucker—Alkoholbindungen im 3-Methylmaltosid und 
im «-Methylgentiobiosid’) gegen die entsprechenden Fermente | 
nun ohne weiteres verstiindlich wird, wie nachstehende Uber- 

sicht zeigt: 





Spaltbarkeit durch 


Substrat Hefemaltase | 


«-Methylglucosid + 
«-Methylisorhamnosid = 6-Desoxy-a-methylglucosid -- 





a-Methylgentiobiosid = 6-Glucosido-a-methylglucosid ~ 











on ee ee Spaltbarkeit durch 
Emulsin 
§-Methylglucosid | + 
¢-Methylisorhamnosid = 6-Desoxy-§-methylglucosid os 
b-Methylmaltosid = 6-Glucosido-§-methylglucosid + 


Was die Spezifitiit der Glucomaltase betrifit, so sind 
durch die bisher besprochenen Versuche die struktur- 
chemischen Kinfliisse geklirt: Vorbedingung fiir den Angriff 
des Ferments ist das Vorliegen einer Glucose mit freier alde- 
hydischer Gruppe, die in 6-Stellung durch einen «-Glucosido- 
rest substituiert ist; offen blieb die Frage nach der Bedeutung 
der konfigurativen Verhiltnisse an der freien 1-Stellung 
fiir die Affinitit des Ferments, ein Problem, das — in etwas 
vager Gestalt — schon von Oppenheimer?) angedeutet wird. : 
Zur Entscheidung dieser Frage lieBen wir unter sonst gleichen | 
Reaktionsbedingungen Takamaltase einmal auf #-Maltose (trische | 
Auflésung von krystallisiertem Maltosehydrat), das andere Mal 
aut «,3-Maltose (Gleichgewichtsmaltose) einwirken und _be- 








1) E. Fischer u. Zach, Chem. Ber. Bd. 45, S. 3761 (1912). 

*) B. Helferich u. J. Becker, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, 
S.1 (1924). 

*) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. I, 
S. 574 (1925). 


5* 
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stimmten die Kinetik des ersten Spaltungsstadiums. Es zeigte 
sich, daB die Hydrolyse im zweiten Fall mit merklich grifere: 
Geschwindigkeit einsetzt, allmahlich, d.h. mit dem Fortschreitey 
der Mutarotation, gleicht sich die Differenz wieder aus. Hier- 
aus durfte geschlossen werden, daB die Takamaltase eine 
spezifische «-Glucomaltase ist, die eine bevorzugte oder aus- 
schlieBliche Affinitat zur w-Maltose besitzt. Unter diesen Um- 
stinden war zu erwarten, daB ein Zusatz von a- oder /-Glucose 
den Verlauf der Maltosespaltung in sehr verschiedener Weise 
beeinflussen diirfte. Auffallenderweise ist das nicht der Fal): 
a-Glucose und Gleichgewichtsglucose (die ja zu 63°/, aus 
8-Glucose besteht) wirken gleichmiBig hemmend; hierbei isi 
zu beachten, daB unter den Reaktionsbedingungen (p,, = 4,5, 

= 29°) die Mutarotationsgeschwindigkeit der Glucose nicht 
iibermiBig groB ist.’) Auf die theoretische Bedeutung dieses 
Befundes wird im Teil 2 eingegangen. 


2. 

Die von R. Kuhn?) vor 3 Jahren aufgestellte ,,Zwei- 
Saccharasen“-Theorie ist in der Zwischenzeit dauernd Gegen- 
stand der wissenschaftlichen Diskussion geblieben. Urspriing- 
lich verstand Kuhn unter Fructo- und Glucosaccharasen zwei 
spezifisch verschiedene Fermenttypen, die sich durch ihren 
Wirkungsmechanismus, speziell durch die Natur der von ihnen 
mit Rohrzucker gebildeten Reaktionszwischenprodukte, unter- 
scheiden sollten. Charakterisiert wurden die beiden Fermente 
durch die spezifische Hemmung, die ihre Wirksamkeit entweder 
durch Fructose oder durch e«-Glucose erfuhr. Nun zeigte aber 
die weitere Forschung’), daB eine eindeutige Klassifizierung 
der Saccharasen nach diesem Kriterium undurchfiihrbar ist, 
und die zahlreichen sich ergebenden Unklarheiten und Wider- 


) R. Kuhn u. P. Jacob, Zs. physikal. Chem. Bd, 113, S. 389 (1924); 
H. vy. Euler, A. Olander u. E. Rudberg, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 145, 
S. 45 (1925). 

*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, 8S. 57 (1923). 

5) Die soeben erscheinende Arbeit von R. Kuhn u. H. Miineh 
|Diese Zs. Bd. 150, 8. 220 (1925)], gibt eine Ubersicht der Literatur und 
der Ergebnisse. 
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spriiche veranlassen Kuhn’) seine These stark einzuschriinken: 
die Bezeichnungen Fructo- bzw. Glucosaccharase sollen nur 
der Ausdruck fiir die rein empirisch festgestellte Hemmbarkeit 
durch die eine oder die andere der erwiihnten Hexosen sein, 
wihrend eine Aussage iiber den Wirkungsmechanismus und 
die Spezifitit der Fermente nicht médglich ist; selbst unter 
diesem Gesichtspunkte ist eine Einteilung der Saccharasen 
nicht durchweg méglich: manche, die sowohl von Fructose, wie 
auch von «- und £-Glucose beeinfluBt werden, lassen sich keiner 
der beiden Gruppen zurechnen. Damit wire der Zweiteilung 
der Saccharasen das theoretische Hauptinteresse genommen. 
Das Ergebnis der hier mitgeteilten Maltaseuntersuchungen, 
daB die Verschiedenheit der beiden Fermenttypen nur durch 
die Annahme verschiedener Reaktionsmechanismen gedeutet 
werden konnte, leB eine befriedigende Erkiirung simtlicher 
Beobachtungen iiber die Spaltungsspezifititen zu, wohingegen 
die Hemmungsversuche giinzlich unspezifisch verliefen: die aus- 
gesprochene ¢-Glucomaltase wird von a@- und f-Glucose gleich- 
miBig beeinfluBt.?) Auch die Tatsache, daB die Maltasen mit 
einem Unterscheidungsvermégen fiir die beiden «-Glucosehilften 
der a-Maltose begabt sind, zeigt, dab der gebundene und der 
rele Zucker in fermentchemischem Sinne vollig verschieden 
sind. In diesem Falle ist also experimentell bewiesen, da 
eine Beziehung zwischen der Affinitit eines Fer- 
mentes zu einem Monosaccharidrest als Konstituenten 
eines Disaccharids und seiner Affinitat zum selben 
Monosaccharid im freien Zustande (selbst bei gleichen 
konfigurativen Verhialtnissen) nicht zu_ bestehen 
braucht.’) Die relativ einfachen Verhiltnisse bei der Maltose- 


1) R. Kuhn u. H. Miinch, a.a. O. 

2) Auch die Hefemaltase wird von beiden Glucoseformen in ihrer 
Wirksamkeit in gleichem Mae gehemmt [R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, 
S. 234 und zwar 239 (1923)], was freilich auf die hohe Mutarotations- 
seschwindigkeit unter den Versuchsbedingungen zuriickgefihrt wurde; 
im Lichte der neueren Erfahrungen betrachtet, braucht der Befund 
jedoch nicht allein auf die Mutarotation zuriickgefiihrt zu werden. 

*) Im Gegensatz zur Hypothese von H. v. Euler, Diese Zs. Bd. 1438, 
8.79 (1925). 
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spaltung werden vielleicht dieser Anschauung eher zum Siege 
helfen, als das groBe Tatsachenmaterial, das Kuhn und Minch 
im selben Sinne fiir die Saccharasen anfiihren, da in letzterem 
Falle eine groBe Komplikation in Gestalt der ,,7“-Struktur des 
Fructoseteils der Saccharase auftritt.') Dennoch zeigt sich 
auch hier deutlich, da’ beispielsweise die Affinitit einer 
Saccharase zum e«-Glucosidorest, je nachdem er mit Wasserstoff 
(z-Glucose), mit dem Methylrest (¢-Methylglucosid) oder mit 
dem y-Fructosidorest (Rohrzucker) verkniipft ist, in sehr un- 
durchsichtiger Weise — und zwar nicht nur quantitativ — 
variiert”); jedenfalls laBt sie keine Schliisse auf die Spezifitiit 
des Fermentes (im Sinne der Erkennung des Wirkungs. 
mechanismus) zu. 

Sehen wir also von der Hemmung durch die Spaltprodukte 
ab, die offenbar von der Anpassung des Fermentes an einen 
bestimmten Komplex im Substrat unabhingig ist, so bleibt die 





1) Die Vermutung, ,,die meisten Hefesaccharasen wiiren sowohl der 
<2,5>- wie der <2,6>-oxydischen Form des Fruchtzuckers angepabt“ 
(Kuhn und Miinch, a.a.O. und zwar S. 225), widerspricht allen Er- 
fahrungen iiber die Anpassung der Fermente an bestimmte Struktur- 
formen in ihren Substraten [vgl. M. Bridel, Bull. Soe. chim. 
France (4), Bd. 33, S.1005 und zwar 1057 (1923); H. H. Schlubach 
u. G. Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1842 (1925)]. 

*) Eine Deutung wird vielleicht die Entwicklung der ,,Zwei-Affinitiits‘- 
Theorie [K. Josephson, Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924) und zwar S. 73, 
Bd. 147, S.1 (1925) und zwar S. 142f, Bd. 149, 8. 71 (1925); H. v. Euler, 
Diese Zs. Bd. 143, S. 79 (1925)] bringen. Wie zweideutig die Hemmungs- 
erscheinungen noch sind, beweist die Feststellung Y. Hattoris [Jl. of Bio- 
chemistry Bd.5, S.39 (1925)j, da& die Hefesaccharase durch (§-Glucose 
eine Hemmung nach dem ,,Glycerintypus“ [L. Michaelis u. Pechstein, 
Biochem, Zs. Bd. 60, S. 79 (1914)] erfiihrt, d. h. die Hemmung wird ledig- 
lich durch die Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit der Rohrzucker- 
Saccharaseverbindung und nicht durch eine spezifische Affinitit des 
Ferments zur $-Glucose verursacht {[L. Michaelis u. P. Rona, Biochem. 
Zs. Bd. 60, 8. 62 (1914)|. Dasselbe geben H. Colin u. A. Chaudun [Bull 
Soe. chim. biol. Bd. 4, 8. 272 (1922); zit. nach Bridel, a. a. O.} aut- 
fallenderweise auch von der Hemmung durch Fructose an. 

Anmerkung bei der Korrektur: In einer soeben erscheinenden Arbeit 
[Diese Zs. Bd. 152, S. 31 (1926)] weisen auch Euler und Josephson 
auf die Notwendigkeit der Einschriinkung der Schlu8folgerungen aus 
den Hemmungserscheinungen auf die Spezifitit hin. 
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experimentell bewiesene Tatsache, daB die Hydrolyse der 
Maltose und wohl auch die des Milchzuckers*) durch je zwei 
spezifisch verschiedene Fermente verursacht werden kann, die 
entweder an der einen oder an der anderen Disaccharid- 
komponente angreifen, Gilt dies fiir die Biosen, in denen nur 
eine glucosidische Gruppe zur Verkniipfung beansprucht wird, 
gilt dies insbesondere fiir die Maltose trotz der Gleicheit ihrer 
Konstituenten, so mu8 es in erhéhtem MaBe fiir das gemischte 
Glucosid (Glucosido-fructosid) Rohrzucker zutreffen. Die 
Existenz von Fructo- und Glucosaccharasen in diesem 
Sinne, also auch im urspriinglichen Sinne Kuhns, ist ein 
notwendiges Postulat unserer gegenwirtigen ferment- 
chemischen Anschauungen. Hier soll untersucht werden, 
inwieweit es durch das Experiment bestitigt wird. 

Wir definieren also Fructo- bzw. Glucosaccharasen 
als Saccharasen, die in den Substrat—Fermentver- 
bindungen mit der ,, Hauptaffinitit“ an den Fructose- 
bzw. Glucoseteil des Rohrzuckers gekniipft sind, wie 
im folgenden Schema angedeutet: 








Rohrzucker Rohrzucker 
Glueose—Fructose Glucose—Fructose 
Fructosaccharase Gzlucosaccharase 


— ,Hauptaffinitit* 
--- ,, Nebenaffinitiit'* 


Als Kriterium fiir die Scheidung der Fermente kommt das Ver- 
halten zu substituierten Rohrzuckern in Frage: in Analogie zu 
den Maltasen ist zu erwarten, daB eine Verinderung am 
Glucoseteil die Wirkung einer Fructosaccharase nur graduell 
beeinflussen wird (vgl. Glucosidomaltase—Maltosazon), wiihrend 
ein Eingriff in den Fructoseteil sie véllig lihmen miBte (vgl. 
Glucomaltase—Maltosazon, Glucosidomaltase —«-Methylgentio- 
biosid); das Umgekehrte gilt natiirlich fiir eine Glucosaccharase. 

Kin Unterschied in diesem Sinne ist bisher zwischen den 
einzelnen Hefesaccharasen nicht beobachtet worden, wohl aber 





1) AuBer den in der I. Mitteilung erwiihnten Versuchen vgl. das 
verschiedene Verhalten yon Kefir- und Takalactase gegen Lactosazon 
\C. Neuberg u. O. Rosenthal, Biochem. Zs. Bd. 145, S. 186 (1924)]. 
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scheiden sich die Hefesaccharasen scharf von der Taka- 
saccharase in ihrem Verhalten gegeniiber Hesperonal, dem 
im Glucoseteil phosphorylierten Rohrzucker: diese 
Verbindung wird als solche von Hefesaccharase invertiert?), 
wogegen Spaltung durch Takasaccharase nur in dem Mate 
erfolgt, in dem die Ablésung des Phosphatrestes durch die im 
Fermentpraparat gleichfalls vorkommende Phosphatase statt- 
findet.*) Die Hefeinvertase verhilt sich somit wie eine echte 
Fructosaccharase, das Takaferment wie eine Glucosidase und 
zeigt Analogie zum Verhalten der «- und f-Glucosidasen zu 
den entsprechenden Glucosidophosphorsiiure- und -schwefel- 
siureestern.°) 

Kin weiterer Priifstein auf die Spezifitat der Saccharasen 
miBte die Spaltbarkeit bzw. Nichtspaltbarkeit der Raffinose, 
des im Glucoseteil galaktosidifizierten Rohrzuckers 
sein. ‘Tatsichlich ist die Identitit der Fructoraffinase und der 
Saccharase der Hefen, also der Fructosaccharasen, in Uber- 
elnstimmung mit der Theorie nachgewiesen worden.*) Der 
(segenbeweis, die Unwirksamkeit der Glucosaccharase auf Raiti- 
nose °), ist bisher nicht erbracht; er wird erschwert durch dic 
Vergemeinschaftung der Takasaccharase mit einer Melibiase 
(bzw. Galaktoraffinase): es ist klar, daB die Kombination beider 
Fermente ohne Riicksicht auf die Spezifitiit der Saccharase im 
Kindeffekt einen vollstindigen Zerfall des Trisaccharids in seine 
Konstituenten bewirken mu. Das genaue Studium des Me- 
chanismus der Raftinosespaltung durch Takadiastase ergibt, wie 





1) C. Neuberg u. 8. Sabetay, Biochem. Zs. Bd. 162, S. 479 (1925). 

*) R. Kuhn u. Miinch, a.a. O. 

°) B. Helferich, A. Lowa, W. Nippe u. H. Riedel, Diese Zs. 
Bd. 128, 8. 141 (1923); die Spaltbarkeit der Methylmaltosido-schwefelsiure 
durch 6-Glucosidase ist theoretisch nicht auswertbar, da es unbekannt 
geblieben ist, an welchem Teil der Maltose die Veresterung  statt- 
vefunden hat. 

*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 
Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924). 

®) Die Raffinasewirkung der ,,ausgesprochenen Glucosaccharase P* 
(Kuhn u. Minch, a.a. O., S. 228) ist bedeutungslos, da die Charakte- 
risierung des Fermentes als Glucosaccharase ausschlieBlich auf Grund 
der Ergebnisse der Hemmungsversuche erfolgt ist. 


2 


28 (1923); K. Josephson, 
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gu erwarten war, dai die Saccharasewirkung erst nach der 
Abspaltung des Galaktoserestes einzutreten vermag. 

Zunichst fiel auf, das es in keinem Stadium der Spaltung 
gelingt, im Hydrolysat neben Glucose und Galaktose ein 
Pisaccharid (durch die Osazonprobe) nachzuweisen; dagegen 
konnte bei der Spaltung durch einen Auszug aus melibiase- 
haltiger Untergirhefe durch Unterbrechen der Reaktion eine 
Liésung gewonnen werden, die neben den unléslichen Mono- 
sazonen ein aus Wasser umkrystallisierbares Produkt lieferte, 
daB anscheinend Melibiosazon war. Es ist also ausgeschlossen, 
daB bei der Einwirkung des Fermentgemisches der Taka- 
diastase die Saccharasewirkung der Melibiasewirkung voraus- 
geht. Wird nun der Verlauf der Spaltung sowohl redukto- 
metrisch wie polarimetrisch verfolgt, so zeigen beide Methoden 
stets den gleichen Spaltungsgrad an unter der Voraussetzung, 
daB zu jedem Zeitpunkt ein bestimmter Teil der Raffinose 
vollstindig gespalten ist, die Lésung somit nur Raffinose, 
Glucose, Fructose und Galaktose — die drei letzteren in gleichen 
Mengen -— aber weder Saccharose noch Melibiose enthilt. 
Da die gleichen Erscheinungen unter den verschiedensten 
Aciditétsbedingungen (p,, = 4,5—6,5) beobachtet wurden — das 
Optimum liegt bei p,, = 6,5, ist also etwas verschieden von 
Optimum der reinen Saccharasewirkung (p,, = 6,0) —, ist ein 
zufalliges Parallelgehen der Aktivitiiten der beiden beteiligten 
Fermente sehr unwahrscheinlich; es ist vielmehr anzunehmen, 
daB durch die gréBere Reaktionsgeschwindigkeit der Saccharase- 
wirkung, die freilich der vorausgegangenen Melibiasewirkung 
zu ihrer Entfaltung bedarf, der primar gebildete Rohrzucker 
sofort weiter gespalten wird. Das bestiitigt der folgende Ver- 
gleich der Aktivitiiten der T'akasaccharase gegeniiber Rohr- 
zucker und Raffinose mit denen der Fructo- (Hefe-) Saccharasen: 

Takadiastase und Ausziige aus melibiasefreien Obergir- 
hefen wurden in solchen Konzentrationen angewandt, daB sie 
Rohrzucker mit etwa gleicher Geschwindigkeit!) spalteten. Bei 
der Kinwirkung auf Raffinose fielen unter gleichen Bedingungen 


) Eine vollkommene Angleichung ist infolge der divergierenden 
Kinetik nicht durchfiihrbar. 


| 
| 
| 
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die Reaktionskonstanten der Hefesacchasase auf etwa ei) 


4a 


Fiinftel'), die der Takasaccharase auf weniger als ein Fiinf. 
zehntel der an der Saccharosespaltung ermittelten Werte. i: 


aA 


ist also deutlich, da8 der Aktivitit der Glucosaccharase gegen- 
iiber Raffinose eine obere Grenze aufgezwungen wird, die 
offenbar nichts anderes ist als die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Melibiase, d. h. der Umwandlung des Trisaccharids in 
Rohrzucker. Somit tritt die Raffinosespaltung durch Taka- 
saccharase in vollstindige Analogie zu der von Kuhn und 
Minch aufgeklirten Hesperonalspaltung durch dasselbe 
Ferment. 


Gegen die Charakterisierung der Takasaccharase als Glucosaccharase 
soll nach Schlubach und Rauchalles?) die Einwirkung der Takadiastase 
auf y-Methylfructcosid (nach dem Nomenklaturvorschlag der beiden Autoren 
h-«- und h-$-Methylfructosid) sprechen. Nun ist aber fiir die Identitit 
von y-Fructosidase und dem rohrzuckerspaltenden Ferment kein experi- 
menteller Beweis erbracht worden. Rein theoretisch kénnte die Identitit 
von a-Glucosidase und Glucosidomaltase als Analogie herangezogen 
werden, doch hiitte auf Grund derselben Uberlegung auch die Identitiit 
von a-Glucosidase und Trehalase sowie von 6-Glucosidase und Gentio- 
biase verlangt werden miissen; das Nichtzutreffen im Falle der Trehalase 
ist hier besonders schwerwiegend, da das Substrat dieses Fermentes 
demselben Disaccharidtypus wie der Rohrzucker angehort. 

Nach einer ilteren Arbeit*) sollte Danziger Jopenbierhefe Rohir- 
zucker, aber nicht Raffinose vergiiren; es lag nahe, hier eine Glucosacchia- 
rase zu vermuten. Bei der Priifung eines Autolysates aus dieser Ober- 
giirhefe wurden jedoch sowohl Rohrzucker wie auch Raffinose als spaltbar 
befunden, und zwar mit einem Quotienten der Anfangsgeschwindigkeiten 
von etwa 4. 


Die bisherigen am substituierten Rohrzuckermolekiil ge- 
sammelten Erfahrungen bestiitigen also die Anschauung, dab 
die Zweiteilung der Saccharasen in Gluco- und Fructosaccha- 
rasen theoretisch durchaus zulassig ist, wenn man unter ersteret 
Disaccharasen versteht, die spezifisch auf die gebundene Gluco- 
sido-, und letztere auf die gebundene Fructosidogruppe ein- 





1) In Einklang mit den Befunden yon R. Willstiitter u. R. Kuhn, 
Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921). 

*) H. H. Schlubach u. G. Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 1842 (1925). 

8) P. Lindner, Wochschr. f. Brauerei Bd. 17, 5. 698 (1900). 
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gestellt sind. Die Schwierigkeiten, die die verwirrenden Hem- 
mungsversuche bisher machten, werden durch die Beschrinkung 
der Spezifitit auf die im Rohrzucker molekular verankerten 
Glucosido- bzw. Fructosidoreste — und zwar in ihrer unver- 
jnderten und unsubstituierten Form — aus dem Wege ge- 
riumt. Es diirfte sich hierbei um eine generelle, auch fiir 
andere Fermente geltende Regel handeln. 


Beschreibung der Versuche. 


Ausgangsmaterial: 2 Sendungen von ,,Takadiastase“‘ nach Takamine 
yon Parke, Davis u. Co., London. 

Priparat T, (bezogen vor mehreren Jahren): Reduktionsvermégen: 
25mg—19,2 mg Cu; 

Priparat T, (bezogen Oktober 1925): Reduktionsvermiégen: 25 mg 
—16,0 mg Cu. 


Kinetik der Maltosespaltung. 


1. 30mg T, in 50ccm 0,5°/,ige Maltosespaltung von py = 4,5 (Phos- 
phatpuffer); 37°. Titrationen mit je 5 cem. 





Miuuten mg Cu Zuwachs o/, Spaltung k+10* 














0 30,1 _ _ 

60 32,4 2,3 9,3 7.0 
120 34,7 4,6 18,5 7,4 
240 39,1 9,0 36,3 8,2 
480 46,1 16,0 64,5 9,3 
1440 53,2 23.1 93,1 8,1 


Mittel: 8 


= 
° 


8-10-*-0,25 
Mf= = 0,0067. 
ad 0,03 sil 


2. 30mg T,, Reaktionsbedingungen wie unter 1. 


























Minuten mg Cu Zuwachs °/, Spaltung k+10* 
0 29.6 ate ae _ 
60 31.8 2.0 8.1 6,1 
240 36,9 7,3 29,4 6,3 
480 42.0 12,4 50,0 6,3 
6,3-107*-0,25 
fn. wegen. 
f 0,038 ; 
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Zur Reinigung wurden filtrierte 2°/,ige Loésungen von 7 
und T, durch Fischblasen gegen destilliertes Wasser bis zum 
Verschwinden der Reduktionskraft dialysiert. Dauer der Dia. 
lyse etwa 245, Hierauf wurde erneut filtriert, mit der 1!). 
fachen Menge Alkohol versetzt und von den ausgefalleney 
FKlocken, die nur wenig Ferment einschlieBen, abzentrifugiert. 
Nun bringt man die Liésung auf 80°/, Alkohol, laBt den 
Niederschlag sich ballen und zentrifugiert ihn ab. Durch 
Wiederauflésen in wenig Wasser, Filtrieren und Wiederaus- 
fallen wird er weiter gereinigt. Auf diesem Wege wurden aus 
T, 8°/, der Trockensubstanz (Priparat T,), aus T, 13°) 
(Praiparat T,) zuriickbehalten. 


Kinetik der Maltosespaltung durch gereinigte 
Takamaltase. 


3. 5mg T, in 50ccm 0,5°/,ige Maltoselésung bei py = 4,5; 37°. 














Minuten mg Cu Zuwachs °/, Spaltung k-108 
0 27,9 _— _— — 
60 30,9 3,0 12,1 9,3 
120 33,5 5,6 22.6 9,3 
240 87,6 9,7 39,1 9,0 
480 43,6 15,7 63,3 91 








9,2-10—*-0,25 


Mf = ——___—"—. = 0,046 . 
0,005 


4. 6mg T, unter den Reaktionsbedingungen von 3. 





Minuten mg Cu Zuwachs °/, Spaltung k+10' 
0 27,7 — — — 
60 29,9 2,3 9,3 7,1 
120 32,4 4,7 19,0 7,6 
240 36,2 8,5 34,3 7,6 














7.4-10—*-0,25 
0,006 


Mf = = 0,031. 
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7 
Kinetik der Maltasespaltung bei wechselnder 
Fermentkonzentration. 
5. 25eem 0,5°/,ige Maltoselésung von py = 4,5; 37°. 
Titration mit je 5 cem. 
” , o/, , k-10* 
mg T, | Minuten} mg Cu | Zuwachs| | +10 fe 
| Spaltung mg ‘I’, 
1 0 27,7 at ~~ - 
120 29,7 2,0 8,1 Sm Th wos 
480 34,6 6,9 27,8 29 If! 
2 120 31,2 3,5 14,1 i ows 
480 38,9 11,2 45,0 54 ff 7 
5 60 31,8 4,1 16,5 IO EP) oes 
120 35,6 7,9 31,9 13,8 JJ | 
10 60 35,6 7,9 31,9 UF fax 
120 40,8 13, 52,8 an | 





Aktivitits-p,-Kurve der Maltase. 
6. 10cem 1,25°/,ige Maltaselésung + 10cem Pufferlésung + 5 cem Fer- 
mentlésung, enthaltend 2,5 mg T,; 37°. 

















Titrationen mit je 5 ccm. 





Pr 


oF 
2,0 


') Es ist die Anfangsgeschwindigkcit in Rechnung gesetzt worden, 
da bei der starken Aciditit offenbar eine allmiihliche Zerstérung des 
Fermentes stattfindet. 





Minuten 


1200 
300 
1200 
300 
1200 


240 
480 
240 
480 
240 
480 
300 
480 








mg Cu ; Zuwachs | | “lo 
| Spaltung 
27,9 ae _ 
29,8 1,9 1.4 
33,4 5,5 22,4 
32,7 4.8 19,5 
41,4 13,5 54,6 
36,9 9,0 35,0 
48,0 20,1 81,7 
35,9 8,0 32.5 
41,3 13,4 54,5 
36,0 8,1 54,9 
41,3 13,4 54,5 
35,1 7,2 29,3 
40,3 12,4 50,4 
36,5 8,6 35,0 
40,1 2,2 49,6 











i+ 104 | 


Geschwindigkeit 


- | 
1,16 
0,92 
0,14 
2,86 
6,24 
6,15 
7.08 
16 
you 
7,16 
6,27 
6,34 
6,23 
6,20 


en 
‘ 
fed 
. 





Relative 


16,1° 


43.7 ') 


86,2 


99,0 


100 


86,4 
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caiman) 




















Py | Minuten | mg Cu | Zuwachs ‘/o k+104 Relative 
Spaltung Geschwindigkei 
6,0 300 36,3 8.4 34,1 | 6,03 sae 
540 40,9 13,0 52,8 6,04 
6,5 300 83,4 5,5 22,2 | 3,67 |) _ 
1200 44,5 16,5 67,1 4,02 |j ' 
7,0 300 31,7 3,8 15,4 2,42 hos 
1440 40,1 12,1 48,8 | 2,02 
7,5 300 28,9 1,0 40 | 0,58 si | 
1440 33,0 5,1 20,7 0,80 : 
8.0 | 1200 29,7 1,8 7,3 | 0,27 3.8 
Verhalten gegen a-Methylglucosid. 
5mg Ty, in 25ceem 0,5°,ige a-Methylglucosidlésung bei py, = 4,5 
bzw. 5,5 bzw. 6,5; nach 48 stiindigem Stehen bei 37° war kein Reduk- 





tionsvermégen der Lésung nachweisbar. Ebenso war kein Anstieg der 
Reduktionskraft einer mit 40 mg T, versetzten a-Methylglucosidlisung : 
zu beobachten. 


Verhalten gegen §-Methylmaltosid. 
125mg 9-Methylmaltosid') in 10eem Wasser + 10 ecm Phosphat- 
losung (py = 4,5) + 5cem Maltaselésung (6 mg T,); 37°. Titrationen 
mit je 5 ccm, 








Stunden mg Cu 
» 0 — 
24 15,1 
Priifung auf #-Glucosidase. 


125 mg Arbutin unter den Reaktionsbedingungen von 7. 








Stunden mg Cu °/, Spaltung ?) 
. — “— 
24 16,0 24 











1) Krystallisiert; dargestellt nach Helferich u. Wiegand, Lie- 
bigs Ann. der Chem. Bd. 440, S. 17 (1924). 

2) Berechnet nach R. Willstitter u. G. Oppenheimer, Diese 
Zs. Bd, 121, 8.183 und zwar 187 (1922). 
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Verhalten gegen Maltosazon. 


50mg Maltosazon aufgeschlimmt in 10 eem Phosphatpufter (p,,= 4,5 
+ 10cem Wasser + 5 ccm T,-Lésung bei 37°. Von der umgeschiittelten 
Suspension wurden 10 ccm entnommen, mit Norit aufgekocht und filtriert '); 
das farblose Filtrat reduzierte Fehlingsche Loésung nicht. Nach 
24 Stunden wieder 10 ccm in gleicher Weise behandelt; kein Reduktions- 
vermogen. Wir iiberzeugten uns durch den folgenden Kontrollversuch, 
das durch die Tierkohle keine Verluste an geléstem Zucker erfolgen: 

20 mg Maltosazon in 10eem 0,2°,iger Maltoselésung mit Norit 
behandelt; nach der Filtration Zuckerbestimmung nach Bertrand: 


21,6 mg Cu — 19,5 mg Maltose; berechnet 20,0 mg. 


Vergleich der Spaltungen von «,8- und f#-Maltose. 


Versuch 9. 10 ccm 2,5°/,ige Maltoselésung + 10 eem Phosphat- 
puffer (py = 4,5) +5ceem Fermentlésung, enthaltend 10mg T,; ¢=29,3-+0,1°. 
Versuch 10. 10 ecem Wasser + 10 cem Phosphatpuffer (p);, = 4,5) 
+5eem Fermentlésung, enthaltend 10mg T,; ¢ = 29,3 + 0,1° Darin 
unter Umschiitteln rasch aufgeliést 263,2 mg Maltosehydrat (= 250,0 mg 
°-Maltose.?) Beide Versuche wurden je zweimal mit gleichem Ergebnis 




















ausgefiihrt. 
Titrationen mit je 5 cem. 
Minuten mg Cu Zuwachs °/, Spaltung k+104 
2 & 55,2 — — — 
15 57,7 2.5 2,0 16,4 
30 60,0 4,8 10,6 16,2 
60 64,4 9,2 20,3 16,5 
10. O 55,0 _— scl ae 
15 56,8 1,8 4,0 11,8 
30 58,9 3.9 8.6 13,0 
| 60 62,8 7,8 17,2 14,2 
Hemmung der Maltosespaltung durch «- und 
a,8-Glucose. 
10mg T,; in 25 eem Zuckerlésung von py = 4,5 bei 29,3 + 0,1°; 





Titrationen mit je 5 ccm. Die Versuche 12 und 13 wurden je zweimal 
ausgefiihrt, wobei keine Differenzen auftraten. 


) C. Neuberg u. Saneyoshi, a. a. O. 
*) Aus wiiBrigem Alkohol umkrystallisierte Maltose (Kahlbaum); 
|p = + 116° (etwa 0,5 Minuten nach der Auflésung). 
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¥2. 


13. 


0,250 g «,6-Maltose 


0,250 g a, 0-Maltose 
+ 0,150 g «-Glucose ') 


0,250 g a,8-Maltose 
+ 0,150 g a,5-Glucose 


| 


| 





| 
| 
| 
| 





Minuten 








s 
38: 
N 
551) — 
57,6 | 2, 
59,9 | 4,8 
64,2 | 9,1 
141) — 
114,9 | 0,8 
115,7 | 1,6 
117,2 | 3,1 
m1, 
114,9 | 0,8 
115,8 | 1,7 
117.2 | 3,1 


Spaltung 


/ 


| 1/0 
1} 


1,8 
3,6 
6,9 
1,8 
3,8 
6,9 








k-104 


Aktivitats-p,-Kurve der Takasaccharase. 


| 


Hemmung 








15 cem 5°/,ige Rohrzuckerlésung + 10 cem Pufferlésung + 5 mg 
Priparat T, bei 35,5°; hiervon je 5 cem mit 2 cem 10°/, iger Sodaldsung 
vermischt und im 1-dm-Rohr bei 21° polarisiert. 








14. 


16. 


17. 


Pu 


4,0 


6,0 





Minuten 


240 
30 
60 

240 





a (°) 


+ 1,40 
+ 1,38 
+ 1,36 
+ 1,27 


+ 1,23 
+ 1,09 
+ 0,47 


+ 1,21 
+ 1,05 
+ 0,37 
+ 1,24 
+ 1,14 
+ 0,59 





Drehungs- 
abnahme (°) 


0,02 
0,04 
0,13 


0,17 
0,31 
0,93 


0,19 
0,35 
1,03 
0,14 
0,26 
0,81 





°/, Spaltung 


44,0 


') Krystallisierter Traubenzucker (Kahlbaum); [oe 
(0,5 Minuten nach der Auflésung). 





1 
JD 


+104 


Pere) 
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Aktivitats-p,-Kurve der Raffinosespaltung. 
10 cem 5,0°,, ige Raffinoselésung ') + 10 cem Pufferlésung + 10 ecm 
Fermentlésung, enthaltend 6 mg T,, bei 36,0°; Titrationen mit je 2 ecm. 











PH Minuten mg Cu °/, Spaltung *) 
18. 5,5 240 5,5 8,0 
480 9,8 14,2 
1440 24,6 35,8 
19. 6,5 240 7,6 11,0 
1440 30,6 44,5 
20. 7,0 240 7,0 10,2 
480 13,8 20,1 
1440 28,5 41,5 











Von der Lésung 19 wurden nach 570 Minuten 10 ccm 
fiir die Osazonprobe entnommen, ebenso wurden die Reste 
aller 3 Versuchslisungen 1—1'/, Stunden mit essigsaurem 
Phenylhydrazin erhitzt und das ausgeschiedene Glucosazon 
und Galaktosazon heiB abfiltriert. Beim Erkalten schieden 
sich aus simtlichen 4 Proben nur wenige schmutzige Flocken 
aus, die beim Umkrystallisierversuch nichts ergaben. 


Raffinosespaltung durch Hefesaccharase + -melibiase. 

10 cem 5,0°/, ige Raffinoselésung + 10 cem Phosphatpuffer (p,, = 4,5) 
+5 eem Fermentlisung (Chloroform—Wasser-Auszug aus getrockneter 
Untergiirhefe der SchloBbrauerei Schéneberg, Okt. 1925) bei 36°; Ti- 
trationen mit je 2 cem. 








Minuten mg Cu seaines daa 
1-dm-Rohr 
21. 0 —_— + 2,46” 
15 9,3 we 
60 24,0 se 
120 38,1 a 
1440 80,9 3) + 0,30° 











') Raffinosehydrat (Kahlbaum), im Vakuum iiber P,O, bei 78° 
getrocknet; [a}y = 123,8°. 

?) Berechnet auf vollstindige Spaltung zu Fructose + Glucose 
+ Galaktose. 

*) Der hier ermittelte Reduktionswert wurde allen Berechnungen 
der vollstiindigen Spaltung (zu Fructose + Glucose + Galaktose) zugrunde 
gelegt (unter Beriicksichtigung der Invertzuckerwerte nach Bertrand). 
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Nach 100 Minuten wurden 15 ccm fir die Osazonprobe 
verwandt; neben den Monosazonen entstand ein leichter lis- 
liches Produkt, von dem nach 3maligem Umkrystallisieren 
aus heiBem Wasser 10 mg in gelben Nadeln gewonnen wurden: 
Schmelzp. (unter Zersetzung) 174—175°, fiir Melibiosazon wird 
Schmelzp. 178° angegeben.’) 


3,457 mg Substanz gaben 0,329 cem N (19°, 720 mm) = 10,54 
C,,H,;,.0,.N, Ber. 10,77°/, N. 


Verfolgung der Raffinosespaltung auf redukto- 
metrischem und polarimetrischem Wege. 


20 cen 5,0°/, Raffinoselésung + 10 cem Phosphatpuffer (p,, = 6.5) 
+5eem Fermentlésung (=12mg T;) bei 36°. Zu den angegebenen Zeiten 
wurden je 5cem entnommen, mit 2 cem 5°/, iger Sodalésung vermischt 
und von dieser Fliissigkeit 5cem zur Titration nach Bertrand, der 
Rest zur Polarisation im 1-dm-Rohr verwandt. Aus den ermittelten 
Kupferwerten wurde der Spaltungsgrad (zu Fructose + Glucose + Galak- 
tose) und die theoretisch entsprechende Drehung berechnet. 























Minuten mg Cu °', Spaltung earencdal, ction 
(ber.) (gef.) 

22, 0 ns in 2.53 2.50 
60 6,9 3,6 2,45 2,48 

120 13,4 7,0 2,37 2.36 

240 24,9 13,0 2,24 2,28 

480 43,0 22.5 2.03 2,04 
1440 99,5 52, 1,37 1,39 
(1860) ?) (35,0) (58,7) (0,85) (0,87 


Vergleich der Aktivititen von Hefe- und Taka- 

saccharase gegeniiber Rohrzucker und Raffinose. 
Fiir die Versuche 23 und 26 diente eine Saccharase aus 
melibiasefreier Hefe, Rasse I], des Instituts fiir Giirungsgewerbe 
(Dez. 1925). Aus einer Reinkultur der Hefe in Bierwiirze 
wurde auf eine Nihrlésung (aus Rosinensaft) iibergeimpft und 
die herangeziichtete Hefe nach dem Absitzen abgesaugt, mit 


1) A. Bau, Chem. Ztg. Bd. 26, 8. 69 (1902). 
*) 2cem Versuchslésung + 2 eem Sodalésung; hiervon 2 ccm fiir 
die Reduktionsbestimmung. 
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‘foluol verrieben und mit der 5fachen Menge Wasser der 
Autolyse tiberlassen. Die filtrierte Lésung wurde auf Grund 
von Vorversuchen tiber ihre Aktivitiit bis zur geeigneten Kon- 
zentration verdiinnt. Die Versuche 24 und 27 sind mit einem 
gleichfalls verdiinnten Autolysat aus frischer Bickerhefe (der 
Ostwerke Wandsbeck, Jan. 1926), die Versuche 25 und 28 mit 
einer 0,1°/,igen Lésung von Takapriparat T, ausgefiihrt. 

Zusazsmmensetzung der Loésungen: 5 eem 5°, ige Zuckerlésung 
+ 10cem Pufferlésung + 5 ccm Fermentlésung bei 21°; Titrationen mit 
i@ 9 CCM. 



























































Versuche mit Rohrzucker: Versuche mit Raffinose: 
j 23. Pr = 4.5. 26. Py = 4.5. 
o/, Spal- : ° Spal- 
Min. |mg Cul] (°. “ P i: 104 Min. |} mg Cu] °° Wi ke- 104 
tung tung *) 
|! 
10) 3,6 2,9 12,7 30 1,5 Fy 2,48 
30 10,9 8,9 13,5 120 2,9 6,3 2,04 
80 27,9 22.8 14,0 4380 21,0 24,0 2,46 
24. Pr = 4,9. ay. Pr — 4,5. 
°/, Spal- od °'9 Spal- 
Min. | mg Cu fo SI /:+ 104 Min. |mg Cu] ’° ” +104 
tung tung‘) 
10 3,7 | 3,0 13,2 80 1,7 2,0 2,92 
40 15,0 12,2 14,1 120 6,5 7,4 2.78 
60 | 224 18,0 14,3 480 | 22,0 | 25,2 2,63 
29. Pu = 6,0, 28. Pu = 6,5. 
' °/o Spal- , , Spal- 
Min. }mg Cu] °° P k+104 Min. |img Cu] i k-104 
tung tung 
10 3,8 3.3 14,5 60 1,5 1,2 0,87 
30 1,2 9,2 14,0 480 | 11,2 9,2 0,87 
60 21,1 17,3 13,7 1440 31,7 25,9 0,90 




















*) Um einen Anhaltspunkt zur Berechnung der Spaltung (in Frue- 
tose + Melibiose) zu gewinnen, wurde eine Spaltung (Ansatz wie in Ver- 
such 27) bei 35° bis zu Ende durchgefihrt und titrimetrisch bestimmt: 

nach 40 Stunden 5cem 87,0 mg Cu 
» 48 ‘s Seem 87,4 mg Cu. 


G* 
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Untersuchung der Danziger Jopenbierhefe. 


Kine Reinkultur der Hefe vom Institut fiir Girungsgewer|ye 
(Jan. 1926) wurde auf Rosinensaft weitergeziichtet. Das Auto- 
lysat wurde in der iiblichen Weise dargestellt. 


10 ccm 5°, ige Zuckerlésung + 8 cem Pufferlésung (py, = 4,5 


+ 2ccm Saccharaselésung (¢ = 21°). 
5 ecm mit 2 cem 10°, iger Na,CO,-Lésung vermischt und im 1-dm-Rohr 


Fiir die Bestimmungen wurden je 





polarisiert. Versuch 29: Rohrzucker; Versuch 30: Raffinose. 
Drehungs- 
Minute . °%/) Spalt k+ 10° 
inuten ap (°) shaahons (*) /o Spaitung 
29. 0 + 1,16 _ - _ 
30 + 0,94 0,22 4,5 22.7 
120 + 0,36 0,80 52,6 27,0 
30. 0 + 2,18 ‘i oes ~* 
30 + 2,14 0,04 3.9 5,716 
120 + 2,04 0,14 13,6 5,26 














Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die wns 
Unterstiitzung gewahrte, sind wir sehr zu Dank verpflichtet. 











Zur Pharmakologie der Zellatmung. 
(6. Mitteilung,) 


Uber das Verhalten des Cyans an Tierkohle und Muskelbrei.“ 
Von 
Philipp Ellinger und Karl Lenzberg. 


Mit 6 Figuren im Text. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitét Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1926.) 


Im Jahre 1921 stellte Warburg?) fest, daB an Tierkohle- 
suspension bei 40° Blausiure spontan oxydiert wird, und gab 
einen Versuch wieder, in dem er den Sauerstofiverbrauch von 
Blausiure an Tierkohle bei niedriger Blausiurekonzentration 
durch Volumabnahme in Barcroftmanometern quantitativ fest- 
stellte. Zur Absorption etwa gebildeter Kohlensiure diente n/1- 
Natronlauge im InnengefiiBe. Bei ihren Untersuchungen iiber die 
Wirkung von Blausiiure auf die Oxydationsprozesse der Zelle 
fanden Ellinger und Landsberger?’), da der Sauerstoffver- 
brauch lebender Zellen — Krythrocyten und Froschmuskulatur —, 
der bei kleiner Blausiiurekonzentration gehemmt wird, bei gré- 
beren Konzentrationen wieder anstieg. Die Methode war die 
gleiche wie die von Warburg angewandte. Bei der Analyse 
dieser Versuche ergab sich, da® der scheinbare Wiederanstieg 
des Sauerstoffverbrauchs eine Folge der Spontanoxydation der 
Blausiiure am Gewebe war. Diesen zweiphasigen Verlauf der 


') O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, S. 134 (1921). 
*) Ph. Ellinger u. M. Landsberger, Diese Zs. Bd. 123, 8. 257 
(1922). 
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Blausiurehemmungskurve der Zellatmung hatten auch schoy, 
Lipschitz und Gottschalk?) mit Hilfe der m-Dinitrobenzo). 
reduktion feststellen kénnen, ihn aber in anderer Weise ge. 
deutet. (segen die Untersuchungen von Ellinger und Lands- 
berger hatte Meyerhof?) den Kinwand erhoben, da an der 
Froschmuskulatur bei niederer Temperatur die Atmungs.- 
hemmung durch kleine Blausiurekonzentrationen vollstiindig 
sei, wahrend Ellinger und Landsberger bei der aus iuBeroy 
Griinden gewiihlten Temperatur von 37° nie eine komplette 
Hemmung, sondern lediglich eine Herabsetzung von maxima! 
67°/,, ahnlich wie Lipschitz, hatten feststellen konnen. Durch 
eine erneute Untersuchung von Ellinger®) schien der Wider- 
spruch zwischen den Untersuchungen von Meyerhof einersei's, 
Ellinger und Landsberger andererseits, in dem Sinne ge- 
klart, dafs bei niederen Temperaturen die Hemmung durch 
Blausiiure tatsichlich vollstandig sei, daB& bei zunehmenden 
Temperaturen aber die Geschwindigkeit der Spontanoxydation 
die hemmende Wirkung auf die Zellatmung iibertrife; somit 
zeigte dic zweiphasige Kurve, deren beide Aste sich aus der 
Hemmung der Zellatmung einerseits und der Spontanoxydation 
der Blausiure andererseits zusammensetzte, ihr Minimum be: 
Zimmertemperatur auf der Abszisse, bei héheren 'Temperaturen 
oberhalb derselben. Die Versuchsanordnung entsprach vollig 
der von Warburg in seinem oben erwihnten Versuch an- 
gegebenen. Uber den Verlauf der Kurven gibt die Arbeit yon 
Ellinger Auskunft. 

Wihrend bisher lediglich der quantitative Ablauf der Gas- 
reaktion in BarcroftgefaBen untersucht war, war iiber die Art 
des verschwundenen Gases, sowie iiber das Schicksal des Cyan- 
ions bei seinem Zusammentreffen mit Tierkohlesuspensionen 
bzw. mit Zellstruktur nichts bekannt. Wir beschlossen daher, 
in der folgenden Arbeit diese Frage anzugehen. Ein neues 
Anschneiden des ganzen Fragenkomplexes war aber auch not- 


') W. Lipschitz u. A. Gottschalk, Pfliigers Arch. Bd. 191, 5. | 
(1921). 

*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 200, S. 1 (1924). 

‘) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd. 136, S. 19 (1924). 
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wendig, weil Warburg!) gegen die friitheren Kjlingerschen 
Versuche Kinwande erhob. Zu diesen Kinwinden hat Ellinger?) 
in einer vorliufigen Mitteilung bereits Stellung genommen, in der 
formale Unstimmigkeiten richtig gestellt wurden. Ein Eingehen 
auf die Frage wurde aber weiterhin notwendig, weil O. Meyer- 
hof in dankenswerter Weise Kllinger auf einen Fehler in 
der Anordnung seiner friiheren Versuche brieflich aufmerksam 
machte. Meyerhof vertrat die Ansicht, daB die gefundene 
Druckabnahme auf einer Absorption von Blausiiuredimpfen 
aus dem Gasraum in dem Einsatz der Natronlauge beruhe, 
die durch Nachfuhr neuer Blausiurdiimpfe aus der Nahrlésung 
nicht kompensiert werden kénnen. Da die friihere Ellinger- 
sche Versuchsanordnung vollkommen der von Warburg an- 
gegebenen entsprach, mit der er die Verbrennung von Blau- 
siure an Tierkohle nachgewiesen hatte, so muBte auch die 
Frage, ob Cyan an Tierkohle tatsichlich oxydiert wird, einer 
neuen Priifung unterzogen werden. 

Wir haben deshalb folgende Fragen erneut angegriffen. 

1. Beruht die Druckabnahme in der Ellingerschen Ver- 
suchsanordnung sowohl an der Tierkohle wie auch an der 
Muskulatur auf einer Absorption der Blausiurediimpfe durch 
die Natronlauge im Einsatz? 

2. Wenn dies der Fall ist, findet neben dieser Absorption 
der Blausiuredimpfe noch eine Oxydation der Blauséiure am 
(rewebe statt? 

3. Falls ein Abbau von Blausiiure tatsichlich stattfindet, 
welchen Weg nimmt dieser Abbau. Ist dieser Abbau oxydativ 
und wie verliiuft er quantitativ. 

Zur Klirung der angeschnittenen Fragen untersuchten wir 
erstens das gegenseitige Verhalten der Systeme Tierkohle— 
Blausiure, Muskulatur—Blausiiure und von Blausiiure allein in 
Barcroftschen Manometern mit und ohne Natronlauge im 
Kinsatz bei verschiedenen Temperaturen und bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration des Milieus. 


*) O. Warburg, Chem. Ber. Bd. 58, 8S. 1004 (1925). 
*) Ph. Ellinger, Ebenda Bd. 58, S, 1547 (1925). 
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Zweitens beobachteten wir die Abhingigkeit der Druck- 
abnahme der Systeme Tierkohle—Blausiure und Muskulatur 
Blausiure in den Barcroftschen Manometern ohne Natron- 
lauge im Einsatz von der Wasserstoffionenkonzentration und 
der T’emperatur. 

Drittens stellten wir die Abnahme der Blausiiure in dem 
System Muskulatur—Blausiure und Tierkohle—Blausiiure quan- 
titativ in ihrer Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration und Temperatur fest und suchten die Abbauprodukte 
qualitativ und quantitativ zu verfolgen. 

Viertens endlich stellten wir quantitativ und qualitatiy 
die Art des verbrauchten Gases fest. 


Methodik. 


Die Messung des Sauerstoffverbrauches in den Barcroit- 
schen Manometern wurde nach der von Warburg und Nege- 
Jein') angegebenen verbesserten Methode vorgenommen. Jie 
OxydationsgefaiBbe hatten einen Inhalt von 2U—28 cem. Die 
zur Untersuchung kommende Fliissigkeitsmenge betrug 3—8 ccm. 
das Innengefai8 war entweder leer oder mit 0,5 cem n/1-Natron- 
lauge gefiillt. Die Thermostatentemperatur betrug in den ein- 
zelnen Versuchszeiten zwischen 17 und 40°, sie war wihreni 
der Dauer eines Versuchs auf etwa 0,2° konstant. Die Be- 
rechnung des Sauerstoffverbrauches erfolgte nach den Angaben 

pv 
(1 + « t)10000 * 
lichen Versuchen mit Froschmuskulatur oder Tierkohle fanden 
sleichzeitig Kontrollversuche ohne Muskulatur oder Tierkohle 
unter sonst véllig gleichen Bedingungen statt, um die Blau- 
siiureabsorption durch die Natronlauge als Fehlerquelle aus- 
zuschlieBen. Die Oxydationen erfolgten in Luft. 

Zur quantitativen Bestimmung der Cyanionen bedienten 
wir uns der Methode von Volhard, zur quantitativen Bestimmung 
der Cyanationen derjenigen Victors.*) Waren Phosphate in der 


Bei samt- 





Siebecks’) nach der Formel v, = 


1 O. Warburg u. K. Negelein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 66 (1920). 

*) R. Siebeck, In Abderhaldens Handbuch der Biochem. Arbeits- 
methoden Bd. 8, 8. 31, Berlin und Wien 1915. 

5) E. Vietor, Zs. f. analyt. Chem. Bd. 40, S. 462 (1910). 
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Suspensionsfliissigkeit vorhanden, so muBte von einer quanti- 
tativen Cyanatbestimmung Abstand genommen werden, da bei 
neutraler Reaktion Silberionen durch Phosphationen in nicht 
quantitativem Mabe ausgefillt werden. Wir beschrankten uns 
dann auf den qualitativen Nachweis gebildeten Cyanats nach der 
Methode von Schneider.') Die zu untersuchende Kohle- oder 
Froschmuskelsuspension befand sich in GefiBen, deren Volum 1 
bis 1,2 Liter betrug, die Schiittelvorrichtung war in einem 
Luftthermostaten untergebracht. Die jeweils zu untersuchenden 
Proben wurden auf einer Nutsche abgesaugt: die Messung der 
Wasserstoffionenkonzentration erfolgte nach der Indicatoren- 
methode von Michaelis.?) 

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Art 
des verbrauchten Gases fillten wir 600—700 ccm Muskel- oder 
Kohlesuspension in ein Zylindergefib, das ein Volum von 
1,2 Liter besaB. Die Offnung des GefaBes war mit einem 
(7ummistopfen luftdicht verschlossen. In den 2 Bohrungen des 
Stopfens waren 2 Glasréhren angebracht, die ihrerseits mit 
Glashahnen luftdicht abgeschlossen waren. Die eine Rodhre 
miindete am Boden des GefiiBes und diente zum Nachfillen 
von Hlissigkeit zwecks Gasaustreibung, die andere schnitt mit 
der Innenseite des Stopfens ab und diente zum Austritt des 
(Grases. Die Gasanalysen erfolgten in einer modifizierten Bunte- 
schen biirette. Zur Absorption des Sauerstoffes wurde alkalische 
Natriumhydrosulfitlésung verwandt, die jeweils frisch zubereitet 
wurde. 

Versuchsergebnisse. 
1. Untersuchung der Absorption von Blausduredampfen durch 
Natronlauge im Barcroftmanometer. 


Um zuniichst festzustellen, welchen EinfluB bei der von 
Ellinger friiher gewihlten Versuchsanordnung der Absorption 
von Blausiiuredimpfen durch die Natronlauge des Einsatzs zu- 
kommt, beschickten wir nebeneinander eine Anzahl Oxydations- 
gefiBe mit Phosphatgemisch von p,. = 16, Ge verschiedene 
titrimetrisch bestimmte Mengen mit Essigsiiure neutralisierten 


') E. A. Schneider, Chem. Ber. Bd. 28, S. 540 (1895). 
*) L. Michaelis, Deutsche med. Wochenschr. 1921, S. 465. 
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Cyankali uns (150 bzw. 75 millimolar) enthielten. Der einen Hiilfie 
der GefiBe wurde Tierkohle zugesetzt, der anderen nicht. |), 
allen Fallen waren 0,5 ccm n/1-Natronlauge im Einsatz. Die 
Versuche wurden bei 22 und 39° vorgenommen, iiber die Resul- 
tate gibt die folgende Tab. 1 Auskunft. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB so wie Meyerhot 
angibt, der Gasverbrauch in den Manometern in iiberwiegender 
Weise auf der Absorption der Blausiuredimpfe durch dic 
Natronlauge beruht. Die Streuung ist dabei so grob, daB ein 
etwa daneben auftretender Sauerstofiverbrauch fiir die Oxydation 
nicht zum Vorschein kommen kann. Die GréBe der absor- 
bierten Blausiiuremenge bzw. des Gasverbrauchs steht zu der 
Blausiiurekonzentration und der Versuchstemperatur in einem 
direkten Verhiltnis in dem Sinne, daB er mit steigender Kou- 
zentration und steigender Temperatur ansteigt. 


2. Bestimmung des Gasverbrauchs von Blausaure an Tierkohle- 
suspension und Muskulatur unter Ausschaltung des vorerwahnten 
Versuchsfehlers. 


Zur Ausschaltung der Blausiiureabsorption in dem Natron- 
laugeeinsatz standen uns verschiedene Wege offen. EKinmal 
die Alkalisierung der Nihrlésung bis zu dem MaBe, daB Blau- 
siiure nicht mehr ausgetrieben werden konnte und Kohlensiiure 
in der Nihriésung ebenfalls zuriickgehalten wurde. Wir 
konnten aber im zweiten Falle auch auf die Fillung des Kin- 
satzes durch Natronlauge auch bei weniger hohem Alkaligehalt 
der Loésung verzichten, falls bei der Verbrennung der Dlau- 
siiure keine Kohlensiure entsteht. Wir haben nun in folgenden 
Versuchen von beiden Methoden Gebrauch gemacht, haben uns 
zuniichst davon iiberzeugt, da& bei Anwendung einer nicht 
neutralisierten Cyankaliumlésung ohne Kohle oder Muskulatur 
bei Anwesenheit von Natronlauge im Einsatz keinerlei Druck- 
abnahme in den Manometern zu beobachten war. In der 
untenstehenden Tabelle II[ untersuchten wir den Gasverbrauch 
einer 150 millimolar nicht neutralisierten Cyankaliumlésung an 
je 40 mg Tierkohle bei 20,2°. 

Der Versuch zeigt, da8 an der Tierkohle ein regelmaBiger 
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Gasverbrauch statthat. Uber die Art des verbrauchten Gases 
gibt der Versuch keine Auskunft, wir kénnen aber schon hier 
erwahnen, dab, wie es sich aus den unten beschriebenen Ver- 
suchen ergibt, das verbrauchte Gas Sauerstoff war, daB das 
Cyankalium also an der Tierkohle oxydativ abgebaut wird. 
Die OxydationsgefaBe, in denen zur Kontrolle die gleiche Cyan- 
kaliumlésung ohne Tierkohle eingefillt war, zeigten nicht die 
geringste Druckabnahme. Wir versuchten, auch den'von W ar- 
burg!) beschriebenen Versuch iiber den Sauerstoffverbrauch 
kleiner Blausiéurekonzentrationen an Tierkohle bei erhdhtem 
Sauerstoffpartialdruck zu reproduzieren, um zu entscheiden, ob 
auch hier die gefundenen Werte auf einer Absorption der 
Blausiuredimpfe im Natronlaugeeinsatz oder auf Sauerstofi- 
verbrauch beruhen. Ks gelang uns jedoch nicht, in der von 
Warburg beschriebenen Versuchsanordnung die  geringste 
Druckabnahme in den Manometern zu beobachten. Woraut 
dies beruht, laBt sich nicht ohne weiteres entscheiden, méglich, 
daB die von uns verwandte Tierkohle von geringerer katalytischer 
Wirksamkeit war als die von Warburg. 

In gleicher Weise untersuchten wir an Froschmuskulatur 
den Gasverbrauch ohne Natronlauge im Einsatz. Als Nahr- 
lésung diente uns ein Phosphatgemisch von p,, = 8,0, das 


Tabelle IL.) 


8 cem Kaliumeyanidlésung, mit Phosphatgemisch auf py = 8,0 gepuffert, 
isotonisch mit Froschringer. In der Lésung 1,1 g Froschmuskulatur, 
ungewaschen. 7’ = 37,2°. Innengefii® leer, KCN = Konzentration 
27,3 millimolar. 








Tot O,-Verbrauch in emm 
Zeit (Zahl der Versuche: 5) C 
2'/, Stdn. 64 (Ma= 76, 2,62 °/ 
Mi= 51) 
ae 89 (Ma = 101, 3,65 
Mi= 76) 
i 109 (Ma = 122, 4,47 
Mi= 95) 











ee 


1) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, 8S. 161 (1921). 
4) Vgl. FuBnote in Tabelle IIT. 
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27,3 millimolar mit Salzsiure neutralisierte Cyankaliumlisung 
enthielt. Eine hoéhere Blausiurekonzentration konnten wir 
nicht anwenden, da die Lésung mit Froschringer isotonisch 
sein sollte. Um einen deutlichen Ausschlag zu erzielen, ver- 
wandten wir 1,1 g Muskel, die in 8 ccm Nihrlésung suspen- 
diert waren. Die Versuchstemperatur betrug 37,2°. 

Aus dem Versuch (‘Tabelle II) ergibt sich, daB auch die Mus- 
kulatur durch Blausiure einen deutlichen Gasverbrauch zeigt. 
Als Kontrolle verwandten wir die gleiche Nahrlésung ohne 
Muskulatur. Auch hier erwies sich das verbrauchte Gas, wie aus 
den unten beschriebenen Gasanalysen hervorgeht, als Sauerstoff. 


Abhangigkeit des Gasverbrauchs von Blausdure an Tierkohle 
und Muskulatur von der Temperatur. 

Wir priiften nun weiterhin die Temperaturabhingigkeit 
des Gasverbrauchs von Blausiure an Tierkohle wie an Mus- 
kulatur. Die Tab. IV und V geben den Gasverbrauch an 
Tierkohle bei 20,3 und 39,4°, an Muskulatur bei 20,4 und 
29.59 und 39,4° an. Der Faktor C gibt an, wieviel Prozent 
Cyanide zu Cyanat verbrannt sind, unter der Annahme, dab 
der Sauerstofiverbrauch lediglich dieser Umwandlung diente. 

Wir sehen also mit steigender Temperatur einen steigenden 
(zasverbrauch. 


Abhangigkeit des Gasverbrauchs im System Muskulatur— 
Blausdaure von der Blausdurekonzentration. 


Endlich untersuchten wir noch die Abhingigkeit des Gas- 
verbrauchs von Blausiiure an Muskulatur von der Konzentration. 

Wir verwandten als Nihrlésung 8 ccm einer Cyankalium- 
lésung, die mit Phosphatgemisch auf 8,0 gepuffert war. Die 
Cyankaliumlésung war vorher mit Salzsiure neutralisiert. Ihr 
Blausiuregehalt wurde titrimetrisch bestimmt. Die Konzen- 
trationen betrugen 27,3 und 13,6 Millimole. Die muskelfreien 
Kontrollen zeigten bei der angewandten Wasserstoffionen- 
konzentration der Nihrlésung gegeniiber den ‘Thermobarometern 
eine geringe Druckzunahme, die wohl auf einer Austreibung 
von Blausiiuredimpfen bei der Versuchstemperatur von 37° 
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40 mg Tierkohle, suspendiert in 8 ecm nichtneutralisierter Kaliumeyanid. 
ldsung. KCON-Konzentration 150 millimolar, 


Philipp Ellinger und Karl Lenzberg, 


Tabelle I1.?) 


trollen unter sonst gleichen Bedingungen kein Gasverbrauch. 


In den kohlefreien Kon 





Zeit 


1) C bedeutet die Menge der Cyanide (in Prozent ausgedriickt), dic 
zu Cyanat oxydiert wurden, unter der Annahme, da8 der Gesamtsauer- 
stoffverbrauch lediglich zu dieser Umwandlung diente. Die Stiitze 20 
dieser Annahme bilden die Ergebnisse aus den unter Bb (s. weiter unten) 
angegebenen Versuchen mit Barcroftmanometern. 








Temperatur: 20,3° 





O,-Verbrauch C C 

im ecmm im emm 

11 | 0,21 /, 14 | 0,28 « 
(L=3, Ma= 15, (Ma= 20, Mi=_ 5)! 
Mi= 2) 

23 0,47 22 | 0,45 
(L=3, Ma= 29, | (Ma= 35, Mi= 12)! 
Mi= 12) | 

31 | 0,62 38 | 0,76 
(Z=8, Ma= 40, | (Ma= 49, Mi= 23)! 
Mi= 15) | | 

Xr | ~~ 81 | 1,61 
(Ma= 95, Mi= 58)! 

82 1,64 39 | 1,77 
(Z=3, Ma=118, (Ma=102, Mi= 69)) 
Mi= 37) | 

94 | 1,85 — | — 

(L=3, Ma=140, | 

Mi= 42) | 

on _ 105 | 2,08 
(Ma=118, Mi= 89)! 

118 2,25 127 | 2,53 
(Z=3, Ma=170, (Ma= 145, Mi=103)| 
Mi= 52 

200 | 3,98 — — 


(Z=6, Ma=329, 
Mi= 79) 





218 4,34 
(Z=3, Ma=348) | 
Mi= 79) | 
928 | 4.53 


(Z=3, Ma=364, 
Mi= 83) 


Temperatur: 39,4° 
(Zahl der Versuche: 4) 


O,-Verbrauch 





| 
| 
| 
{ 
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Tabelle III (Fortsetzung). 














Temperatur: 39,4° 
Temperatur: 20,3 °/ “ws ake oe 
iia “ (Zahl der Versuche: 4 
Zeit 
O,-Verbrauch C Q,-Verbrauch | C 
im cmm im emm | 
| 
aogi/ N rs ) 0 
291/, St. _ 248 4,94 %/, ot - 
(Z=3, Ma=404, 
Mi= 86) | 
Q%41 o)- FE » 
31°/e 9 ; Zou 5,16 snd a 
(228, Ma=-425, 
Mi= 83) 
33°, 265 5,28 ~_ —_ 
(Z=3, Ma=439, 
Mi= 86) 
48 ,, 299 | 5,35 ‘ ms 
(Z=8, Ma=569, 
Mi= 106) 
Terr rrr rere ee 
ancl : baal t —— + , es oe j = SK 
[| ie ee ae ae | 
| het 
| se 
4 ~ 
00) ~~? | j 
ar ie) 
" | ? 
PA Z 
a ; % 
140} Ne ’ 
it , 
& lev Ar 
=100| tf t 
aL Pia } 
| 
60} —-44;— 
> | if | 
Shy!) 
tow? 





_— a ——————————e 





4 6 6 0 2 % 16 18 20 22 2 25 28.30 32 34 36 90 40 42 44 46 4 
—» Stunden 


Fig. 1. Oxydation ven Cyanid an Tierkoble bei verschiedener Temperatur. 


uriickzufiihren ist und die den beobachteten Gasverbrauch 
entgegenwirkt. Wir haben aber, um sicher Minimalwerte an- 
zugeben, unsere Druckablesungen auf den Stand des Thermo- 
barometers bezogen, so daB die tatsiichlichen Werte noch wohl 
vine geringe Erhéhung erfahren. 








————— 
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Tabelle IV. 


0,4 g Muskulatur, ungewaschen, suspendiert in 3 cem nichtneutralisierter K,) 


eyanidlésung. KCN-Konzentration 150 millimolar. Im Innengefi8 0.5 coy 
NaOH. In den muskelfreien Kontrollen unter sonst gleichen Bedingunger | 








Gasverbrauch. 
r Temperatur: 29,5° Temperatur: 39, | 
pune 0 ? v4 
Temperatur: 20,4 (Zahl der Versuche: 5)}(Zahl der Versuehe: 
Zeit Sa realm | ear et ee ea Ee SEN ee ara RS ee 
O,-Verbrauch CG O,-Verbrauch CG O,-Verbrauch 
in emm in emm in emm 
1 St. — Min. a ~ | 8s  foieyf 7 of 
| (Ma= 12, Mi= 5) (Ma= 23, Mi= 0) 
bn OE -_ Fie 11 0,21 : 
| (Ma= 16, Mi= 7) 
25 — — i-_ 13 0,27 aa 
| (Ma= 18, Mi=10) 
3 | a ; | = 18 (0,35 — 
| (Ma= 24, Mi=11)| 
a 25 9 : Ey ate — | —_ rip | ()4 
| | (Ma= 56, Mi=17 
45 15 ” 10 (0,20 ant aoe a 
(A= 8, Ma=14,| 
Mi= 4) | 
4 ” 45 ” 15 0,29 - | aos 
(A= 4, Ma=18, | 
Mi= 4) | 
cy = | 17 0,34 34 0,68 
(Z4= 8, Ma=29, (Ma= 41, Mi=27) 
Mi=11) | 
. MO i ae _ 61 F 
| (Ma= 78, Mi=52 
oo — sie 38 0,76 : 
(Ma= 49, Mi=31) 
8 ) danas — : 44 0,88 
(Ma= 55, Mi=35) 
9 al — 51 1,02 — 
(Ma= 63, Mi=49) 
20, — am —_ sini tik 125 24 
(Ma=141, Mi=96) 
a en 45 0,91 -- — — 
(Z=12, Ma=63, 
Mi= 81) 
22, 30 ,, — _ 90 1,80 
(Ma=104, Mi=84) 
2, — - - 91 1,82 - 
(Ma=106, Mi=84) 
30 5, — —_ — 92 1,84 — 
(Ma=106, Mi=s8) 
31 ,, 30 ,, — ie 94 1,84 = 
(Ma=106, Mi=89) 




















*Verbraiich in cmm 


——S 0, 


——® Oo -Verbrauchin cmm 
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Fig. 3. 





Oxydation von Kaliumeyanid an Froschmuskulatur bei verschiedener 
Kaliumeyanidkonzentration. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. 
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Tabelle V. 


8 ccm Kaliumeyanidlésung, mit Phosphatgemisch auf py, = 8,0 geputfert, 
isotonisch mit Froschringer. In der Lésung 1,1 g Froschmuskulatuy, 
ungewaschen. 7 = 37,2°. InnengefiB leer. 








KCN-Konzentration KCN -Konzentration 
a 27,3 millimolar 13,65 millimolar 
O,-Verbrauch CQ O,-Verbrauch |. 
in ¢mm in ¢mm 
2 St. 30 Min 52 2.13%, - 
(Z=10, Ma= 76, 
Mi= 20) 
Sy EO w — - 43 | 8,53 
(L=5, Ma= 46, | 
Mi= 49) | 
4,, 30 ,, 79 3,26 _ | — 


(Z=10, Ma=101, 
Mi= 49) 





4., 50 ,, _ aes 56 | 4,59 
(Z=5, Ma= 61 | 
Miz 52) | 
:., 101 4,16 65 | Ba! 
(Z=10, Ma= 122, (Z=5, Ma= 11, | 
mix 71) Mi= 60) | 
0, = 110 4,51 103 | 8,45 
(L=5, Ma=154, | (L=5, Ma=121, | 
Mi= 83) | Mi= 84) | 
a. We » a _— 105 8,61 
| (Z=5, Ma=125, 
Mi= 84) 
a. = _ “ 106 | 8.70 
(Z=5, Ma= 125, 
Mi= 84) 
a. = — _ 104 | 8,53 


(Z=5, Ma=127, 
Mi= 82) 








Aus den Versuchen, die in der vorstehenden Tab. V nieder- 
gelegt sind, ergibt sich, da bei héherer Blausiiure-Konzeu- 
tration der Gasverbrauch zwar absolut héher war, daB aber 
bei niederer Konzentration die verbrauchte Gasmenge im Ve! 
haltnis zur vorhandenen Blauséiuremenge hoher lag, wie aus 
dem Faktor C hervorgeht. 
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Untersuchungen iber den Abbau von Blausaure an 
Tierkohlesuspension und Muskulatur. 


Die Versuche im Barcroftmanometer gaben nur iiber den 
Gasverbrauch im System Blausiure—Tierkohle und Blausiure— 
Muskulatur Auskunft, lieBen uns aber iiber die Art des ver- 
brauchten Gases, die Abnahme des Blausiuregehaltes und den 
\Weg des Abbaues der Blausiure véllig im unklaren. Um 
diese Fragen zu kliren, stellten wir Versuche mit griéSeren 
Mengen an. Wir brachten in GefiBe von 1,0—1,2 Liter Tier- 
kohle bzw. Froschmuskulatur mit Cyankalium ein, schiittelten 
in einem Schiittelapparat bei verschiedener Temperatur ver- 
schiedene Zeit und untersuchten zunichst, ob die Cvankalium- 
konzentration vermindert war. Da dies, wie aus den unten 
aufgefiihrten Versuchsprotokollen hervorgeht, der Fall war, 
und zwar in einem Mage, das iiber die Adsorption betriicht- 
lich hinausging, so untersuchten wir zuniichst die Lésung auf 
Abbauprodukte qualitativ. DaB eine geringe Adsorption von 
Cyanionen an Tierkohlesuspension statthat, war quantitativ 
schon von Warburg?) festgestellt worden. Unsere weiter unten 
angefiihrten Ergebnisse stimmen mit den Warburgschen Werten 
iiberein. Durch Bestimmung des Kohlensiuregehaltes der 
Lésung vor und nach dem Versuch mit dem Natronkalkrohr 
konnte festgestellt werden, daB eine nennenswerte Kohlensiiure- 
nildung nicht statthat. Kbensowenig konnten Ameisensiiure 
und Oxamid nachgewiesen werden. Dagegen fanden sich in 
allen Versuchen sowohl bei der Tierkohle wie auch bei der 
Muskulatur betriichtliche Mengen von Cyanat. Die Priifung 
aut Cyanat erfolgte nach den Angaben von EK. A. Schneider.’) 
Ks wurde zuniichst die Blausiiure durch | stiindiges Durch- 
leiten von Kohlensiure ausgetrieben, dann die Lésung im 
Vakuum eingeengt, die Carbonate durch Aufnahme in 98 °/, 
Alkohol ausgefillt und nach dem Filtrieren das gebildete 
Vyanat mit Kobaltacetat identifiziert. SchlieBlich untersuchten 
wir noch, ob der Ammoniakgehalt erhéht sei und konnten 





') O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, S. 161 (1921). 
*) E. A. Schneider, Chem. Ber. Bd. 28, S. 540 (1895). 
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auch hier keine Steigerung nachweisen. Als einziges fafbbares 
Abbauprodukt konnte also nur die Bildung von Cyansiiure- 
ionen nachgewiesen werden. 

Nachdem wir so qualitativ festgestellt hatten, auf welche 
fabbaren Produkte des Cyanidabbaues zu rechnen sei, |e- 
schrinkten wir unsere quantitativen Bestimmungen auf die 
Untersuchung der Abnahme der Cyanide und der Bildung der 
Jyanate am System Tierkohle— bzw. Muskulatur—Blansiiure. 
Bei der Muskulatur muBten wir auf eine quantitative }e- 
stimmung der Cyanate verzichten, da die Gegenwart der Phos- 
phate, die bei neutraler Reaktion mit Silber nicht quantitatiy 
austallen, die Bestimmung stéren. Die adsorbierten Anteile 
suchten wir dadurch festzustellen, daB wir nach 10 Minuten 
langem Schiitteln jeweils eine Cyanidanalyse anstellten, dic 
wir dann als Ausgangskonzentration ansehen, obwohl nach dem 
Verlauf der Kurve sicher auch schon in den ersten 10 Minuten 

Tabelle VI. 
In den SchiittelgefiBen 625 cem Kaliumcyanidlésung, 75 g Tierkohile. 
Kaliumeyanidkonzentration 109 millimolar, py, = 6,9. 
(Kaliumcyanidlésung mit Essigsiure neutralisiert.) 











Temperatur: 17° | Temperatur: 30° | Temperatur: 40° 
ih ee a 
lunge- Cyanide | Cyanate | Cyanide | Cyanate | Cyanide | Cyanate 
in in in | sin in | in 
dauer | Millimol | Millimol | Millimol | Millimol | Millimol | Millimo! 
pro Liter | pro Liter] pro Liter pro Liter] pro Liter | pro Liter 
: | 
10 Min. “a |; * 61 | 0 55 |B 
ij, St. 6 | ‘0 45 | O 44 | OO 
Ct 7 )} 41 0 32 : 
2 52 Cd] COO 30 | lO 25 0 
4, 39 0 14 | 6 _ 
51/,. -—- — — — 14 i) 
ew ~~ 12 | 5 -- - 
e/,.., 28 8 — fe — - 
. a — —— — | — 11 8 
a - — 8 7 — | 
tw 21 4 a gs | 9 
23, a 5 | 7 ~ 
Si « —- {| — - — 5 . 
26 gs | 8 — | — — | = 
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Fig. 4. Abbau von Cyanid an Tierkohle bei verschiedener Temperatur. 
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Fig. 5. Abbau von Cyanid an Tierkohle bei verschiedener p’. 


ein anderweitiger Abbau stattfindet. Die auf diese Weise fiir 
die Absorption gefundenen Werte stimmen mit den von War- 
burg?) beobachteten gréBenordnungsmibig iiberein. 

Wir untersuchten an Tierkohle die Abhingigkeit des 
Cyanidabbaues baw. der Cyanatbildung von der Temperatur 
und von der Wasserstoffionenkonzentration. Uber die Kinzel- 
heiten der Versuchsanordnung geben die Tabellen VI und VII 
Auskunft. 


*) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, 8. 161 (1921). 
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Tabelle VII. 
In den Schittelgefiben 625 ccm Kaliumeyanidlésung, 75 g Tierkohle. Kaliumecyanidkonzentration 109 millimolar. 
Temperatur = 17°. Kaliumeyanidlésung mit Essigsiiure auf p;; = 5,8, hiecrauf mit Natronlauge auf pj), = 6,8, py, = 7,0, 


Pu = 17,4 gebracht. 




















re: Schiitte- | Pu - “ a See Pu™ ia Pu = 7,0 Pu = 7,4 
© lungs- Cyanide Cyanate Cyanide | Cyanate Cyanide | Cyanate Cyanide | Cyanate 
= dauer in Millimol | in Millimol | in Millimol | in Millimol | in Millimol | in Millimol | in Millimol | in Miilimol 
a pro Liter pro Liter pro Liter pro Liter pro Liter pro Liter pro Liter pro Liter 
wl = penser cnt Pn = — teen — = = i are ] aR STIS AS meaner = aa —— = — — = LD 
— 10 Min. 63 0 64 0 7 0 63 2 
J 1/, St. 61 | 0 65 0 53 | 0 41 2 
jee ' » 58 0 57 0 46 | 0 34 4 
= . « 44 | 0 52 0 39 0 29 4 
= 4 ,, 30 2 39 0 28 3 se a 
80 ‘ee sae we a _ i “ 24 3 
= t w — — — —- 22 0 — mest 
= 6'/,,, se om _ —_ — — 21 4 
a, 61/, ,, “on — 28 3 . _ sc — 
ou 3 ‘ 
ps 6°/4 5) 23 4 o—< — — ~ _ ins 
‘Ss : 3 oe — — ~- — — ee 17 6 
Au . ; on | a a } 16 5 - pee 
8! 8 18 4 saath _ tink —— 
. -— | — 21 4 ~— -- “ _- 
sil, —- | — — | — 11 5 7 | 6 
x 24, 3 | 5 o | a mn dae “a | si 
= 8, a ‘a ee = ao = ms 
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Aus ihnen geht hervor, daB im Verlauf von 24 Stunden 
die Cyanide an Tierkohle fast vollstiindig an Muskulatur in 
betriichtlichen Massen verschwinden, und zwar mit steigender 
Temperatur beschleunigt. Von dem verschwundenen Cyanide 
wird jedoch nur ein kleiner Anteil, d.h. im Maximum un- 
vefiihr 17°/,, zu Cyanat oxydiert. Uber das Schicksal der 
iibrigen Cyanide kénnen wir kein klares Bild gewinnen und 

Tabelle VILL. 


60 g Tierkohle, suspendiert in 510 cem KCNO. 
KCNO-Konzentration 106 millimolar. Temperatur: 19°, py, = 8,0. 
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Fig. 6. Abbau von Cyanid an Tierkohle. 
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miissen annehmen, da aus ihnen Polymerisationsproduki: 
entstehen, die chemisch ohne weiteres nicht faBbar sind. |), 
daran zu denken war, da vielleicht der Gesamtabbau der 
Cyanide iiber die Bildung von Cyansiéiure geht, und daB diese 
sekundir abgebaut wird, haben wir auch das Verhalten reiner 
Cyanationen an Tierkohle gepriift. 

Tab. VIII zeigt, daB selbst in 48 stiindigem Schiitteln uur 
ein auBerordentlich geringer Teil der angewandten Cyanate 
verschwindet. Von der Wasserstoffionenkonzentration lieB sic, 
insofern eine Abhingigkeit des Cyanidabbaues an Tierkohle 
erkennen, als das Minimum der Abbaugeschwindigkeit be: 
Py = 6,8 liegt und sowohl bei zunehmender Sidure wie be) 
zunehmender Alkalisierung der Abbau beschleunigt wird. 

SchlieBlich haben wir noch quantitativ den Abbau you 
Blausaiure und Cyanid an Froschmuskulatur untersucht, wihrend 
die quantitative Bestimmung der Cyanatbildung aus den oben 
angefiihrten Griinden sich nicht erméglichen lieB. Die Ver- 
suche wurden sowohl an gewaschener als ungewaschener Musku- 
latur ausgefiihrt. Tabellen IX und X zeigen das Verhalten 
der Cyanide bei verschiedenen Ausgangskonzentrationen. 

Wir sehen hier eine deutliche Abnahme der Blausiiure- 


konzentration, wobei die ungewaschene Muskulatur eine gréBere 


Abnahme zeigt als die gewaschene. Dies ist wohl daraui 


zuriickzufiihren, daB bei dem WaschprozeB die Struktur der 


Muskulatur eine Anderung erfihrt. 
Tabelle IX. 


125 ¢ Froschmuskulatur, suspendiert in 375 cem Thunbergsche 
Phosphatlésung. 
KCN: 93 millimolar. 7 = 37° py, im Filtrat 7,2—7,5. 








Muskulatur gewaschen | Muskulatur ungewaschen 








Schiittelungs- Cyanide in Millimol Cyanide in Millimol 
dauer pro Liter pro Liter 
Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 1 | Versuch 2 
- -* | = SSS — = ————e L ——— 
10 Min. 62 | 60 53 55 
40 St. 56 50 36 4] 








In den muskelfreien Kontrollen kein Cyanidabbau. 
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Tabelle X. 
KCN-Konzentration 84 millimolar, sonst die gleiche Versuchsanordnung 
wie in Tab. IX angegeben. 





cence nem 











scidstenge | Sor eemeretere Pearse a eee 
dauer Cyanide in Millimol Cyanide in Millimol 
pro Liter - pro Liter 
10 Min. a8 a8 
45 St. 44 38 
90 ,, 40) 34 








In den muskelfreien Kontrollen kein Cyanidabbau. 


Quantitative Untersuchungen des Sauerstoffverbrauchs in den 
Systemen Tierkohle—Blausaure und Muskulatur—Blausaure. 


Um Gewifheit iiber die Art des verbrauchten Gases zu 
erhalten, haben wir schlieBlich noch den Sauerstoffgehalt in 
unserem Versuchszylinder vor und nach dem Schiitteln von 
Tierkohle—Blausiiure und Muskulatur—Blausiiure bestimmt. Uber 
die Methodik ist vorstehend berichtet. Die Ergebnisse gehen 
aus folgenden Versuchsbeispielen hervor. 


Versuch I. 

75 g Tierkohle suspendiert in 615 ccm Kaliumcyanid. 
Kalumeyanidkonzentration 153 millimolar. Im Gasraum von 
910 com 20,4°/, Sauerstoff. Bei 16° 21 Stunden geschiittelt. 
Nach 21 Stunden 2,2°/, Sauerstoff im Gasraum. 

Der Sauerstoffverbrauch betrug nach 21 Stunden 86,2 ecm 


= §,85 Millimole 0,, C = 8,2°,. 


Versuch Il. 

75 g Tierkohle suspendiert in 615 ccm Kaliumcyanid. 
Kaliumcyanidkonzentration 141 millimolar. Im Gasraum von 
510 ccm 49°/, Sauerstoff. Bei 14° 17 Stunden geschiittelt. 
Nach 17 Stunden 30,1 °/, Sauerstoff im Gasraum. 

Der Sauerstoffverbrauch betrug nach 17 Stunden 91,6 ccm 
= 4,09 Millimole O,, C = 9,4°/,. 


Versuch III. 
200 g Froschmuskulatur, ungewaschen, suspendiert in 
080 ccm Kaliumcyanid. Kalumcyanidkonzentration 90 milli- 
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molar. Im Gasraum von 450 ccm 20,4°/, Sauerstoff. Bei 25° 
19 Stunden lang im Luftthermostaten geschiittelt. Nac, 
19 Stunden 16°, Sauerstoff im Gasraum. 

Nach 19 Stunden betrug der Sauerstoffverbrauch 19,8 cor 
= 0,85 Millimole O,, C = 3,4°,. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich also eindeutig, daB cin 
Teil der Cyanide an Tierkohle und Muskulatur unter Sauer- 
stofiverbrauch abgebaut wird. Die Menge des verbrauchter 
Sauerstofis entspricht ungefahr gréBenordnungsmibig dem Gas- 
verbrauch der Versuche in den Barcroftmanometern, und der 
Menge der an der Tierkohle gebildeten Cyanate. Da wir nun 
festgestellt haben, da die Cyanate nur relativ langsam an 
der Tierkohle abgebaut werden, so miissen wir annehmen, dali 
das beobachtete Verschwinden der Cyanide an Tierkohle und 
Muskulatur nur zum Teil oxydativ vor sich geht, zum Teil 
aber ohne Sauerstofiverbrauch durch voraussichtliche Bildung 
von Polymerisationsprodukten. 


Zusammenfassung, 


Zusammenfassend 1laBt sich folgendes sagen. Der Ein- 
wand Meyerhofs gegen die von Ellinger im Anschluf an 
den Versuch Warburgs angewandte Versuchsanordnung |e- 
steht au Recht, so daf& ein Teil des in den Barcroftmano- 
metern heobachteten Gasverbrauchs als Absorption von Blau- 
siuredimpfen durch Natronlauge angesehen werden muB. Dieser 
Versuchsfehler kann durch Anderung der Versuchsanordnung 
vermieden werden. Auch dann ergibt sich an den Systemen 
Tierkohle—Blausiure und Muskulatur—Blauséure ein 
Gasverbrauch. Das verbrauchte Gas wurde gasanalytisch 
als Sauerstoff identifiziert. Es konnte weiterhin festgestellt 
werden, daB sowohl an Tierkohlensuspension wie an Muskulatur 
Blausiure abgebaut wird. Als einziges oxydatives Abbau- 
produkt konnte die Bildung von Cyanat qualitativ und zum 
Teil auch quantitativ festgestellt werden. Neben diesem 
oxydativen Abbau findet in betrichtlich héherem MaBe eine 
Umwandlung der Cyanide ohne Sauerstoffverbrauch 
statt, die entstehenden Umwandlungsprodukte konnten chemise! 
nicht gefaBt werden. 


rr 





Beitrag zur Nachweismethodik der Abderhaldenschen 
Reaktion. 


I. Ergebnisse mit der Stickstoffbestimmungsmethode im 
enteiweiBten und nichtenteiweiBten Serum. 


Von 


Ernst Komm. 


Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie und Ernihrungsforschung an 
Dr. Lahmanns Sanatorium, Dresden-Weiber Hirsch.) 


(Der Redaktion zugegangen am 258, Januar 1926.) 


(relegentlich zahlreicher Untersuchungen an Rindern zum 
Zwecke einer Feststellung von blutfremden Fermenten, die 
auf tuberkulés veriinderte Zellbestandteile spezifisch ein- 
gestellt sind, fiihrte ich einige Methoden zum Nachweis der 
Abderhaldenschen Reaktion in der gleichen Blutprobe neben- 
elnander aus, um ihre Ergebnisse zu vergleichen. In der vor- 
liegenden Arbeit will ich iiber Resultate berichten, die bei 
dem Nachweis der Abderhaldenschen Reaktion durch die 
Stickstoffbestimmung im enteiweiBten und auch direkt im 
nichtenteiweiBten Serum erhalten wurden. 

Als Methode zur Enteiweifung des Serums benutzte ich 
die von Folin und Wu!) beschriebene, bei der durch Zusatz 
gleicher Mengen 10°/,iger Natriumwolframatlésung und */, n- 
Schwefelsiure eine vollstiindige Ausflockung des Eiweib bereits 
in der Kalte erzielt wird. Die mit dieser Methode gewonnenen 
Erfahrungen sind sehr gute. Die Enteiweifung gelang stets 


') Folin u. Wu, Jl. of Biol. Chem. Bd. 38, S. 90 (1919); Bd. 41, 
S. 367 (1920). 
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ohne Schwierigkeit. Das eiweiBireie Serum wurde durch Zenty}. 
fugieren und Filtrieren von dem Proteinkoagulum getrennt und 
in ihm dann der Stickstoff nach der Kjeldahlmethode bestimmt, 
Die dabei erhaltenen Resultate stimmten mit dem Ergebnis 
des Dialysierverfahrens gut iiberein. 

Die Anstellung der Reaktion im nichtenteiweiBten Serum 
veschah im wesentlichen nach den Angaben von Abderhalden.! 
In dem bebriiteten Serum wurde die Stickstoffbestimmung nach 
der Kjeldahlmethode darchgefithrt. Die erhaltenen Resultite 
stimmten ebenfalls mit denen des Dialysierverfahrens cut 
iiberein. Es konnte bei dieser Methode festgestellt werden. 
daB der Gehalt des Serums an stickstoffenthaltenden Sub- 
stanzen bei der EKinwirkung auf Organsubstrate zunahm. Es 
erweist dieses, dab das SubstrateiweiB zum Abbau gelangt ist.’ 


Experimenteller Teil. 
1. Stickstoffbestimmung im enteiweiBten Serum. 

Die EnteiweiBung geschah — wie bereits erwihnt — 
nach der Methode von Folin-Wu mit Natriumwolframat und 
Schwefelsiure. Die Serumproben wurden wie folgt angesetzt. 
In trockene, sterile Zentrifugengliischen wurden je 1 ccm Serum 
gebracht und zu diesen — aufer der Kontrollprobe — geringe 
(etwa 0,2 g), méglichst untereinander gleiche Mengen der nach 
der Vorschrift von Abderhalden bereiteten Organsubstrate 
hinzugefiigt. Die Substrate wurden unmittelbar vor der Zu- 
gabe durch Pressen zwischen Filtrierpapier von einem Uber- 
schuB an Feuchtigkeit befreit. Die Proben gelangten dann gut 
verschlossen wihrend 16 Stunden zur Aufbewahrung bei 37°. 
Die EnteiweiBung nahm ich nach der Bebriitung direkt in 
dem Zentrifugenglischen durch Hinzugabe von 2 ccm einer 
10°/,igen Natriumwolframatlésung und 2 ccm einer ”/, 1- 
Schwefelsiure vor. Die Abscheidung des EiweiBes gelang stets 
ohne Schwierigkeit. Durch Zentrifugieren wurden die koagu- 
lierten Proteine am Boden des Zentrifugengliischens gesammelt: 





1) Emil Abderhalden, Fermentforschung Bd. 6, 8. 230 (1922). 
*) Vgl. Abderhalden, Fermentforschung Bd. 8, S. 259 (1925). 











Tabelle 1. 






Beitrag zur Nachweismethodik der Abderhaldenschen Reaktion. 


109 











') Der Raumersparnis wegen sind in dieser Spalte nur Zahlen 1—4 
Diese bedeuten: 1 = Serum allein 
3 = Lunge, Miliar-Tbe.; 4 = Lunge, normal. 
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angegeben. 


Ergeb- 
nis des 
Dialy- 
sierver- 
fahrens 


100 cem 


enthalten 
mg N 


70,0 
67,7 
64,3 
—0 


58,3 
70,0 
100,38 
67,0 


64,4 
98,0 
131.6 





enteiweib- 
tes Serum Urteil 


Stickstoff bestim- 
mungsmethode 


a | 








Nr. der Serumprobe 


54 


ho 


@r 


43 





Ergeb- 
nis des 
Dialy- 
sierver- 
fahrens 





Stickstoff bestim- 
mungsmethode 


100 eem | 
enteiweiB-' 
tes Serum Urteil 


enthalten | 
mg N | 


| 
{ 


64,4 
63,4 


(+) 


; 2= Lunge, kisige Tbe.; 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 





wontons 

















2) 6 ._, | Stickstoffbestim-|} 5 f Stickstoff bestim. 
= =F Ergeb- mungsmethode = | Ergeb- mungsmethode 
% = | nis des |————. & | nis des |——___ 
= ee Dialy- | 100 ccm | Dialy- | 100 ccm 
a | @ I gierver- enteiweiB-| 2 | sierver- |[Cateiweib- 
| 2 tes Serum) Urteilj} 5 |* tes Serum Urteil 
= ie fahrens enthalten | = fahrens | enthalten 

A | meN | A mg N 
1 - 15,6 | — “ 81,2 2 
2 so | (+) 101,5 es “ - 92.4 | ((4 
3 ++ 137,20 , ++ . ++ 120,4 + +. 
4 a 64,4 (+) 100,8 + 
1 _~ 53,6 | — — 70,0 
2 3 | ++ 100,8 + gg | ttt | 126,0 
3 + 101,5 | + + 109,2 + 
4 (4) 44,8 in ae 68,4 
1 “ 445 | — ~0- \- 
2 52 ~ 81,2 | ((+)) 44 “ Plt 0 
3 ” ((+)) 86,8 | ((+)) + 112,0 t 
4 - 92.4 | (+) + 53,7 
1 _ a2 |= we -0- ~( 
2 Te + 100,8 | + - - 67,2 : 
3 . + 4. 84,0 (+) bi - 67,2 - 
4 rm 64,4 mn os 64,5 | - 
- a7 | 
2 7” . m6 | « 
3 = : 64,0 ‘ie 
+ a 64,0 _ 














+ 


die iiberstehende klare Lésung wurde dann abgegossen und 
filtriert. In 2—3ccm dieses Filtrates fiihrte ich die Stickstoii- 
bestimmung nach der Mikrokjeldahlmethode von Abderhalden 
und Fodor durch. 

In der ‘Tab. 1 habe ich einige Ergebnisse mit dieser 
Methode zusammengestellt. Die untersuchten Blutproben ent- 
stammten Rindern, und waren auf die Anwesenheit von 
spezitisch auf — durch Tuberkulose verinderte — Organ- 
substrate eingestellte Fermente zu priifen. Da _ reichliche 
Mengen Serum in jedem Falle zur Verfiigung standen, stellte 
ich die Abderhaldensche Reaktion mit verschiedenen Me- 
thoden gleichzeitig an. An dieser Stelle sollen nun die nach 
der obigen Methode erhaltenen Resultate im Vergleich 2 
denen des Dialysierverfahrens angegeben werden. Das Dialysier- 
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verfahren wurde in der iiblichen Art genau nach den Vor- 
schriften Abderhaldens durchgefihrt. Zur Prifung auf 
Abbau gelangten Organsubstrate, die aus normaler Rinder- 
lunge, Rinderlunge durch kisige Tuberkulose verindert und 
aus Rinderlunge mit Miliartuberkulose bereitet waren.') Neben 
dem Ausfall des Dialysierverfahrens sind in den benachbarten 
Spalten der Tab. 1 die ermittelten Mulligramm Stickstoff in 
100 com des enteiweiften Serum angegeben und ferner zur 
leichteren Ubersicht die Beurteilung der letzteren Bestimmungen 
ausgedriickt in Positiv- und Negativzeichen. 

Wie aus den angefihrten Bestimmungen zu ersehen ist, 
scheint eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen den Er- 
gebnissen des Dialysierverfahrens und der Stickstoffbestimmung 
nach der EnteiweiBung zu bestehen. Die nicht gute Uber- 
einstimmung der Zahlen fiir die Nullwerte ist vielleicht auf 
die verschieden groBe Adsorption von EiweiBabbaustufen durch 
das EKiweiBkoagulum zuriickzufiihren. Vielleicht erklaren sich 
auch hierdurch die erheblichen Abweichungen der Ergebnisse 
der beiden Methoden bei der Serumprobe Nr. 23. Als Grenz- 
zahlen fiir die Festsetzung des Ausfalls der Reaktion kénnen 
auf Grund aller vorliegenden Bestimmungen die folgenden 
genannt werden: Etwa 90—100 mg Stickstoff in 100 ccm 
Serum kann als schwach positive Reaktion bezeichnet werden. 
Die iiber 100 mg fiir 100 com Serum liegenden Stickstofiwerte 
kinnen als positive Reaktion gewertet werden und die unter 
90 mg Stickstoftf fiir die gleiche Anzahl Kubikzentimeter Serum 
als negative Reaktion. 


2. Stickstoffbestimmung im nichtenteiweiBten Serum. 

Das Ansetzen der Probe geschah in der iiblichen Weise 
wie folgt. Je 1,5—3 cem Serum wurden in ein sterilisiertes 
Zentritugenglischen gefillt und — auBer der Vergleichsprobe — 


') Weitere Organsubstrate, bereitet aus tuberkulésen Rinderlebern, 
Milz usw., wurden ebenfalls auf Abbau gepriift. Die Resultate — wie 
iberhaupt das kliniseche Ergebnis — sollen an anderer Stelle veréffentlicht 
werden. In der vorliegenden Arbeit interessiert allein das Ergebnis in 
Hinsicht auf die Methodik. | 
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zu den einzelnen Versuchen die Organsubstrate hinzugesetzt, 
Das Substrat kam in einer Menge von 0,2 g¢ in Anwendung 
und wurde vorher ausgekocht und von der iiberschiissigey 
Feuchtigkeit durch Behandeln zwischen sterilem Filtrierpapiey 
befreit. Die Zentrifugenglischen wurden dann wiibrend 
16 Stunden im Brutschrank aufgehoben. Nach dieser [e- 
briitung wurde scharf zentrifugiert und mindestens 1 ccm Serum 
auf ein bereit gestelltes Filter abpipettiert. Zum Auswaschen 
des Filters wurden 10 com warmes Wasser nachgespiilt. In 
dem Filtrat bestimmte ich den Stickstoff dann nach Kjeldahl, 

Kinige mit dieser Methode erhaltenen Resultate habe ich 
in Tab. 2 zusammengestellt im Vergleich zu denen des Dialysier- 
verfahrens. Die Untersuchungen wurden wie im vorhergehenden 
Abschnitt des experimentellen Teils an Rinderblutproben an- 
gestellt. Als Substrate kamen in Anwendung: Rinderlunge, 
normal; Rinderlunge durch kisige Tuberkulose verandert und 
Rinderlunge miliartuberkulés. Neben den Resultaten des 
Dialysierverfahrens sind in den folgenden Spalten die be- 
stimmten Milligramm Gesamtstickstoff auf 100 ccm Serum |e- 
rechnet und das Urteil in Plus- und Minuszeichen angegeben. 

Die Tab. 2 zeigt, daB im wesentlichen gut iibereinstin- 
mende Resultate mit dem Dialysierverfahren und der be- 
schriebenen Stickstoff bestimmungsmethode erzielt werden. Aucli 
bei dieser Methode weichen die Resultate fiir die Nullwerte 
zum ‘Teil voneinander ab — jedoch nicht so stark wie bei dem 
KnteiweiBungsverfahren. Vielleicht ist dieses auf den Eintiui 
des zugefiigten Organsubstrates zuriickzufiihren, welches sich 
nicht immer gleichmiBig von Feuchtigkeit befreien laBt. Da- 
durch kann dieses einmal dem Serum Wasser entziehen, darn 
aber auch durch Abgabe eventuell noch iiberschiissig vol- 
handenen Wassers das Serum verdiinnen. Auf den positiven 
Ausfall der Reaktion kann man erst auf Grund erheblicher 
Unterschiede der Zahlen vom Nullwert schlieBen. Die be- 
urteilung der Zahlenwerte konnte in einwandfreier Weise g¢- 


schehen — wie es aus den angefiihrten Bestimmungen zu e?- 
sehen ist. 











Tabelle 2, 





Beitrag zur Nachweismethodik der Abderhaldenschen Reaktion. 113 





| 


ro] 

-| 2 
2 = | Ergeb- 
& § nis des 
2 | 6 
oo 5 Dialy- 
ai : 
Z ~ | Slerver- 
rw © 
2 «6S | fahrens 
"i 
1 — 
a 
4 —_— 
1 | - 
“i 51 
2 | (+) 
4 | — 

} 

| 
Ll | a 
2 | 90 ~ 
3 | _ 
4 || oe 
| o 
2 | (+) 
31 " | e+ 
4 an 
1 | ~ 
» | as ' 
3 | K96 (+) 
4 || oe 
1 jj _ 
9 | x: 
_ « of 
3 ((+)) 
aoe i 

i| 
1 | : 
9 
3 | Ket} (yy 
4 ~~ 
] on 
9 <i 
3 | Kse] — 
4 Fi 





*) Auch hier fillt die jedesmalige Wiederholung der Organsubstrat- 


Stickstoff bestim- 
mungsmethode 


100 cem | 


Serum | , 
Urteil 
enthalten | 


mg N 


12250 | — 


1180,2 


te 
allie 

11452 | + 
1099.0 | — 
11396 | + 
14392 | — 
14518 | — 
14280 | — 
14434 | — 
we 

+ 

ry 


933,8 
980,0 
980,0 
939,4 

1243,2 

1262,8 

1323,0 








1276,8 








Nr. der Serumprobe 


104 


17 


K 107 


K 123 


K 112 





Ergeb- 
nis des 
Dialy- 
siervecr- 
fahrens 





Stickstoff bestim- 
mungemethode 


100 eem 

Serum Urteil 
enthalten 

mg N 


1128,4 1 
1124,2 a“ 


883,4 ~ 
1010,8 + 
924.0 
9184 | ( 


1180,2 ~- 
1183,0 * 
1178,8 “ 
1184,4 ~ 


1317,4 i 
1342.6 (+) 
1351,0 + 
1320,2 a 


1254,4 
1243, a“ 
oii ofan 
i: + wi 
1288,0 | — 
1296,4 i 
1300,6 | ((+)) 
1285,2 “ 
1302,0 ‘s 
1285,2 ~ 
1297,8 | — 
allie fin 
1346,8 | — 
1349,6 | — 
1344,0 
1345,4 “* 





uennung fort und wird durch die Zahlen 1—4 ersetzt. Es bedeutet: 
1=Serum allein; 2 = Lunge, kisige Tbe.; 3 = Lunge, Miliar-Tbe.: 


+= Lunge, normal. 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 

2 ‘S : Stickstoffbestim-|}| Stickstoff bestim 
a = Ergeb- mungsmethode S, Ergeb- mungsmethode 
2 eee eer E | nis des | 
= ~ . | | q ; 
= & Dialy- | 100 cem | Z Dialy- | 100 cem 
= :, |sierver-}| Serum U ; > |sierver-} Serum ,,_. 
aD 2 | Urteil © Urte}] 
= | fahrens | enthalten | fahrens | enthalten 

ve mg N 2, mg N 
1 és 10948 | — “ 1094,8 
2 inst +* | 28 | oe Be “ 1100,4 
gs | R43] 44 | aime | ee Pett ee | asi86 
4 - 11242 — ie 1090,6 
1 ™ 975,8 | — “ 9996 
S “a 974,4 , — - 1036.0 
g ete cg. e716 | — PST) 44 | aoare | 44 
4 me 9758 . — = 1015,3 | (+ 
! ie 961,8 | — “ 1159,2 
2 4 — 959,0 -- - —0- wif} 
3 |e 9040 | (+) OF | - ai 0 
4 rien 999.2 (+) - 1151,3 
1 ” 9720  — fe 1160,6 
2. a 9884 — " 1115,8 
g | KIO} _ 912 + #5 - 1148,0 
4 - 9982 — 1123,3 
1 o s180 | — “ 1295,0 
Le ee 8086 — ++ | 13496 | 4 
g | R38] _ 8148 — 8} (+) | 1275.4 
4 - 60 | « (+)) | 1267,0 
1 — 1010,8 _ 1071,0 
2 |e - asi - | (+) -~0- | -0 
s | *5 | (4) | s0108 | — 1 1 (+) | soa | - 
4 = 9912 | — ae 1071,0 | - 
1 —- 970.2  — _ 1043,0 | - 
2 > - 970,2 — + + + 1103,2 + 

9 ’ ’ 
g | R247 _ 981,4 | — “= ra 1030,4 
4 a 961,38 = ia 1041,6 
1 we 992,6 | — “ 1099,0 
~ Ki + 1047,0 | + 99 + + 1183,0 + + 
3 (+) 9940 | — - 1086,0 | - 
4 - 10080 — " 1145.2 | + 
1 - 877.8 | — ~ 1145,2 | - 
2 » -- 827,4 5 — ++ 1253,0 | + 
g | BST] _ s680 | — |} 10° 7 11830 | - 
4 - $55.4 | — “ 1774 ' - 
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Ergeb- 
nis des 
Dialy- 
sierver- 
fahrens 


+++ 1 





Stickstoff bestim- 


mungsmethode 


100 ecm 


Serum 


| Urteil 


enthalten | 


mg N 


1156,4 
1353.2 
1152.2 


1155,0 


1110,2 
1178.8 
1184,4 
1104,6 


1128,4 
1132.6 
1188.6 
1174,6 


12124 
1220,8 
1248.8 
1220,8 


1339,6 
1330,6 
1430,8 
1402.8 


1030,4 
1064,0 
1044,4 
1055,6 








Nr. der Serumprobe 


— 
rN 
qn 


K 20 


K 114 


K113 


K 128 





Ergeb- 
nis des 
Dialy- 
sierver- 
fahrens 





Stickstoff bestim- 


mungsmethode 


100 cem 
Serum 
enthalren 


vy 
a~ 


mg N 


1309,0 
1341.0 
1341,0 
1318,1 


1029,7 
992.6 
1001,7 
997,5 


1386,0 
1383,2 
1407,0 
1386,0 


1318,8 
1316,0 
1288,0 
1321,6 


1393,0 

1414,0 

1393,0 
et 


~ *k 


Urteil 























Uber den partiellen Abbau der Thymonucleinsaure. 
Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitiit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1926.) 


Die Thymonucleinsiure ist die erste Nucleinsiure geweseu. 


deren Bau durch Bestimmung der Spaltprodukte bei totaler 
Hydrolyse von mir!) aufgeklirt worden ist. Im Gegensatz 
aber zur Hefenucleinsiure, deren Zerlegung in einfache Nuclein- 
siuren, z. B. durch Einwirkung von Natronlauge bei Zimmer- 
temperatur’) nach H. Steudel und E. Peiser sehr leicht vor 
sich geht, hat der partielle Abbau der Thymonucleinsiure 
bisher Schwierigkeiten gemacht. Die Bestrebungen, auch aus 
der Thymonucleinsiure teilweise abgebaute Produkte zu erhalten, 
sind schon sehr alt und gehen auf die Versuche von A. Kosse! 
und A. Neumann?) zuriick, die gefunden haben, daB sich das 
(suanin und das Adenin schon durch sehr milde Eingriffe aus 
dem Molekil der Thymonucleinsiure entfernen liBt. Die dabei 
entstehende Siiure ist von ihren Entdeckern Thyminsiure ge- 
nannt worden und laiBt sich, wie H. Steudel und E. Peiser‘ 
gefunden haben, am bequemsten durch Spaltung mit Sulfit- 
lauge gewinnen. Da diese Siiure auch noch Cytosin in ihrem 
Molekularverbande enthilt, so ist von ihnen vorgeschlagen 


1) Diese Zs. Bd. 49, S. 406 (1906). 
2) Diese Zs. Bd. 114, S. 201 (1921); Bd. 120, S. 292 (1922); Bd. 127. 
S. 262 (1923). 
8) Chem. Ber. Bd. 26, 8. 2753 (1898). 
‘) Diese Zs. Bd. 111, S. 297 (1921). 
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worden, die Substanz als Thymosinsiure zu bezeichnen. Levene 
und Jacobs?) haben sich gleichfalls mit der partiellen Spal- 
tung der Thymonucleinsiure beschiftigt und eine Hexothymidin- 
diphosphorsiure sowie eine Hexocytidindiphosphorsiure _ be- 
schrieben, aber keine Darstellungsmethode fiir diese Substanzen 
angegeben. Ferner haben S. Thannhauser und B. Otten- 
stein?) durch Spaltung mit konzentrierter Pikrinsiure sowohl 
die beiden von Levene und Jacobs isolierten Saiuren wie 
auch die ihnen entsprechenden Monophosphorsiiuren, die Thymin- 
hexosephosphorsiiure und die Cytosinhexosephosphorsiure dar- 
gestellt. Die Gewinnung dieser einfachen Nucleinsiiuren aus 
der Thymonucleinsiure ist ein interessanter Fortschritt, denn 
nunmehr wire ein Zugang gegeben fiir die Isolierung des der 
Thymonucleinsiure zugrunde liegenden Kohlenhydrates, das 
sich aus einer einfachen Nucleinsiure voraussichtlich sehr viel 
besser darstellen lat wie aus der kompliziert zusammengesetzten 
urspringlichen Siure. Nach Thannhauser und Ottenstein 
verliuft die Spaltung mit siedender Pikrinsiurelésung sehr 
charakteristisch. Sie sagen ?: 

Die Aufspaltung von Polynucleotiden durch kochende 
Pikrinsiurelésung verliuft nach den Versuchen von Thann- 
hauser und Dorfmiiller*) derartig, daB die im Polynucle- 
otidmolekiil praformierten Purinnucleotide unter Abscheidung 
von Purinpikraten vollstindig in ihre Bausteine zerlegt werden, 
wihrend die priformierten Pyrimidinnucleotide nicht auf- 
gespalten werden, wodurch ihre Isolierung aus der Hydrolysen- 
fliissigkeit erméglicht wird. Aus der Hefenucleinsiiure wurde 
nach der Hydrolyse mit kochender Pikrinsiiurelésung die 
Cytidin- und Uridinphosphorsiure isoliert. Wir versuchten, 
die an der Hefenucleinsiure gewonnenen Erfahrungen auf die 
tierische Nucleinsiure zu iibertragen in der Hoffnung, daB 
auch hier bei der pikrinsauren Hydrolyse die Pyrimidin- 
nucleotide intakt bleiben und sich isolieren lassen. Unsere 
Voraussetzung hat sich bestiitigt. 





) Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, S. 411 (1912). 
*) Diese Zs. Bd. 114, 8S. 39 (1921). 
) a. a. O. S. 39. *) Diese Zs. Bd. 104, S. 65 (1918). 
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Die folgenden Versuche waren schon vor einigen Jahre, 
in der Absicht unternommen, die einfachen Nucleinsiiuren nac}; 
diesem Pikrinsiiureverfahren darzustellen und sie weiter zu 
spalten, um zu dem der Nucleinsiiure zugrunde liegendey 
Kohlenhydrat zu kommen. 

Die Arbeit von Thannhauser und Ottenstein hat 
schon sehr bald nach ihrem Erscheinen Veranlassung zu einer 
Diskussion’) gegeben. Da es sich dabei aber nur um theore- 
tische Erérterungen handelt, so mégen sie hier unberiicksichtigt 
gelassen werden. 

Ks wurden in vier einzelnen Versuchen jedesmal 30 ¢ 
reines thymonucleinsaures Natrium nach dem Verfahren vou 
Thannhauser itber das Bleisalz in freie Saure verwandelt 
und die Lésung der freien Siiure nach der Konzentration im 
Vakuum mit 90 g Pikrinsiure 4 Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Wir haben die Lésung der freien Nucleinsiure niclit 
ganz auf 100 ccm eingeengt, weil wir fanden, daB bei so starker 
Konzentration immer ein kleiner Teil der Pikrinsiiure spiiter 
ungelést zuriickblieb. Die Hydrolysenfliissigkeit hatte ein Ge- 
samtvolumen von 150—200 ccm. Nach dem Erkalten wurde 
die auskrystallisierte Pikrinsiiure und die ausgefallenen Pikrate 
abgesaugt und kurz mit kaltem Wasser nachgewaschen. Aus 
dem Niederschlage wurde die Pikrinsiiure ausgeiithert; dann 
wurde im Durchschnitt der 4 Versuche 81 ¢ Pikrinsiure wieder- 
gewonnen. Zur Hydrolyse waren jedesmal 90 g zugesetz' 
worden. An Pikraten wurden 9,40 g erhalten (aitherunléslich’. 
Berechnet man sich, wieviel Guaninpikrat und Adeninpikrat 
30 g thymonucleinsauren Natriums liefern miissen, wenn eine 
vollige Abspaltung eingetreten wiire, so erhiilt man einen Wert 
von 13,1 g. In unseren Versuchen ist also entweder eine yoll- 
stiindige Abspaltung der Alloxurbasen nicht erreicht oder die 
Pikrate sind nicht quantitativ auskrystallisiert. Auf jeden 
Fall ist damit zu rechnen, daB man Guanin und Adenin, ent- 
weder noch gebunden oder in freier Form, in der Reaktions- 
fliissigkeit im Verlauf der Aufarbeitung antreffen wird. 





1) Feulgen, Diese Zs. Bd. 128, 8. 154 (1923); Thannhauser, 


Diese Zs. Bd. 131, S. 296 (1923). 
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Nach Entfernung der iiberschiissigen Pikrinsiiure auch 
aus dem Filtrate durch Atherextraktion wurde nach der Kon- 
zentration im Vakuum, den Angaben Thannhausers ent- 
sprechend, ein hellgelber Sirup erhalten, der mit absolutem 
Alkohol ausgefallt wurde. Die Ausbeute an dieser Alkohol- 
fillung, von Thannhauser mit A bezeichnet, entsprach un- 
cefihr seinen Angaben — von thm gefunden: 6,8 g; von uns 
5,8—9,3 g. Die geringen Differenzen sind wohl in dem un- 
sleichen T'rocknungsgrad der einzelnen Kérper zu suchen. 

Dieser Teil A wurde nun in der 11 fachen Menge Wasser 
heiB gelést und mit 14 g Brucin, in 30 ccm heiBem Alkohol 
gelést, in der Hitze versetzt. In enger Anlehnung an die 
Thannhausersche Beschreibung arbeitend, habe ich dann 
von der ersten Brucinfillung durchschnittlich 7,1 g Rohprodukt 
und nach Entfernung des iiberschiissigen Brucins mit Chloro- 
form und Umkrystallisation aus 35°/, Alkohol 2,25 g an reinem 
Produkt ([A,) nach Thannhauser erhalten. Ich habe aber, 
um ganz sicher zu gehen, bei der Aufteilung der Krystalli- 
sationen einige Fraktionen mehr gewonnen, so daf die folgende 
Ubersicht einen Vergleich zwischen meinen Krystallisationen 
und denen von Thannhauser gibt. 


Der Thannhauserschen 


Fraktion: entspricht meine Fraktion: 
ITA, J 
IL A.M la 
I 
Il: 
As 1b 
| Ile 
Ill 
As HV 


Durch das hiufige Umkrystallisieren waren die einzelnen 
Fraktionen sehr klein geworden, dagegen hatte sich eine reich- 
liche Endmutterlauge angesammelt, die fiir sich verarbeitet 
wurde. Es betrug die Ausbeute an I: 0,56 g; la: 2,35 g; 
II: 0,75 g: Ila: 0,63 g; Ib: 0,55 g; Ie: 0,26 g; Til: 1,17 g; 
IV: 1,10 g. Bedenkt man, daB dieses die Ausbeuten aus der 
Verarbeitung von 120 g thymonucleinsauren Natriums sind, 
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daB ein wesentlicher Teil des Gewichtes der einzelnen Frak- 
tionen aus Brucin besteht, so sieht man schon hier, dab die 
urspriingliche Absicht, mit Hilfe der Pikrinséiurespaltung ein- 
fache Nucleinsiuren zur Weiterverarbeitung darzustellen, sich 
auf diesem Wege nicht verwirklichen laBt. Die Analyse der 
einzelnen Fraktionen hat aber ferner ergeben, daB es sich bei 
den verschiedenen Krystallisationen keineswegs um einheitliche 
Substanzen handelt, wie Thannhauser sie gefunden hat. Hin 
Vergleich der betreffenden Analysenzahlen gibt das folgende 
Bild: (Die Phosphorbestimmungen?) wurden nach Lorenz uni 
die Stickstoffbestimmungen nach Dumas-Pregl gemacht). Die 
Substanzen sind bei 90° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 





Gefunden: 
Thannhauser: Meine Analysen: 
Pp N > N 
ILA,: 2,78 8,41; 8,60 I: 5,80 8,13 
4,84 8,27 
ni 8,43 
IAM: + 7,27 Ta: 4,55 5,74 
7,50 4,70 -_ 
II: 4,21 6,47 
4,32 6,52 
(Ila: 3,25 7,31 
: 3,04 1,55 
A,: 3,05 8,19 Jilb: 4,77 4,96 
7,80 5,33 4,67 
Ile: 3,83 6,34 
8,65 — 
III: 3,68 6,80 
A,: 4,33 8,44 | 3,66 6,04 
4,97 8,68 IV: 4,25 6,20 
4,53 6,31 


Die Schmelzpunkte der einzelnen Fraktionen lieBen sich 
nur sehr schwer bestimmen. Meist erstreckten sie sich iiber 
viele Grade; die Substanz begann, gleichgiltig ob man sic 
langsam oder rasch erhitzte, sich allmihlich zu briiunen, sin- 
terte dann zusammen und schmolz langsam zu einem ziihen 





) Die Phosphorbestimmungen verdanke ich Frau L. Magg. 
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Qltropfen, der sich bei weiterem Erhitzen unter Gasentwicklung 
zersetzte. 

Es hatte z. B. Fraktion I einen Schmelzpunkt von 215°, Zersetzungs- 
punkt bei 225—230°. 

Fraktion II, Schmelzp. 185°; Zersetzungsp. 215°. 

Fraktion LII ist bei 200° geschmolzen. 

Fraktion IV sintert bei 200°, ist bei 215° geschmolzen. 

Uberblickt man die Resultate ohne Vorurteil, so mu8 man 
zi dem Schlu8 kommen, da eine so vollkommene Isolierung 
bestimmter chemischer Individuen durch fraktionierte Krystal- 
lisation, wie sie Thannhauser und Ottenstein gelungen 
ist, hier nicht méglich gewesen ist. Ich habe den Prozent- 
echalt einer groBen Anzahl von Verbindungen ausgerechnet, 
deren Bildung aus den bekannten Bruchstiicken der Thymo- 
nucleinsiure bei partieller Spaltung mdglich sein kénnte. Ich 
will hier aber nicht alle diese Zahlen, die ja nur einen heu- 


ristischen Wert haben, wiedergeben, sondern méchte nur darautf 


hinweisen, daB die Prozentzahlen fiir die Brucinsalze solcher 
Kérper fast immer sehr nahe beieiander liegen. Es ist also 
sehr schwer, aus der Analyse von Brucinsalzen beweisende 
Schliisse auf das Vorkommen bestimmter Spaltprodukte der 
Thymonucleinsiure zu ziehen, die bisher in ihren sonstigen 
Eigenschaften und in ihrer genauen Zusammensetzung noch 
unbekannt sind. Das ist um so schwerer, seitdem wir durch 
die Arbeit von EK. Peiser?) dariiber orientiert sind, daB sich 
manche dieser Brucinsalze einfacher Nucleinsiiuren in Chloro- 
lormlésung vollstiindig zersetzen und ihr gesamtes Brucin ver- 
lieren. Wenn man also aus Niederschligen des Brucins mit 
bisher unbekannten Siiuren das iiberschiissige Brucin ent- 
jernen will, so kann man nicht mit Bestimmtheit voraussagen, 
wie sich das betreffende Salz gegen Chloroform verhalten wird. 
Zur genauen Bestimmung solcher Spaltstiicke der Thymonuclein- 
siure kann also niemals eine Elementaranalyse von Brucin- 
salzen ausreichen, es muB mit allem Nachdruck verlangt werden, 
da zum mindesten in der freien Siure selbst oder in einem 


") Chem. Ber. Bd. 58, 8. 2051 (1925). 
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Metallsalze eine quantitative Bestimmung der stickstoff haltigey 
Bruchstiicke durch Hydrolyse ausgefiihrt wird. Ein Muste; 
dafiir habe ich in meinen Analysen der Thymonucleinsiiure 
aufgestellt. Erst wenn man in einem solchen partiellen Spualt. 
stiick z. B. nur Thymin als einziges stickstoffhaltiges Spaltungs- 
produkt aufgefunden hat und zwar in einer Menge, wie sie 
sich aus dem Stickstoffgehalt der zu untersuchenden Substanz 
berechnet, erst dann wird es erlaubt sein z. B. von einer 
Thyminhexosephosphorsiiure zu reden. 

Ich habe in einigen dieser Fraktionen das Verhiltnis you 
Phosphor zu Stickstoff bestimmt, nachdem durch Chloroform. 
extraktion in alkalischer Lésung das Brucin entfernt war uni 
ich mich durch den negativen Ausfall der Salpetersiiure— 
Schwefelsiurereaktion davon iiberzeugt hatte, daB es auch tat- 
siichlich der Fall war. Es fand sich z. B. in den Fraktionen 
II, ILa und LV?) gleichmiBig ein Verhiltnis von P: N = 1: 1,05: 
1:1,01; 1:1,08. Fiir diese Bestimmungen muBten die letzten 
Reste der winzigen Mengen verbraucht werden, die noch vor- 
handen waren. Kine Orientierung iiber die wirkliche Zu- 
sammensetzung der Kérper war hier aus Materialmangel nicht 
mehr mdglich. Fiir eine solche Untersuchung habe ich den 
nicht krystallisierenden Rest der Brucinsalze benutzt. Dieses 
Produkt ist sicher kein einheitlicher Kérper; die Untersuchung 
sollte einen ungefahren Anhaltepunkt geben, um welche Kérper 
es sich in diesem Rest noch handeln konnte. Der Sirup wurde 
also in Wasser gelést, mit Natronlauge alkalisch gemacht uni 
durch Extraktion mit Chloroform das Brucin entfernt. Dann 
wurde mit Essigsiure genau neutralisiert und mit Kupfersuliat 
eine Fillung erzeugt. Dann wurde abgetrennt, mit Wasser 
usgewaschen und mit 200 ccm 10°/, Schwefelsiure 14 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Entfernung des Kupters 
und der Schwefelsiiure mit Schwefelwasserstoff bzw. mit Bary: 
wurde die Reaktionsfliissigkeit in bekannter Weise auige- 
arbeitet. Sie enthielt, sofort nach der Hydrolyse untersuclit 
ein Verhiltnis von P:N =1:0,714. Das entspricht etw: 


) Die Analysen verdanke ich Herrn Dr. A. Gottschalk. 
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dem Verhaltnis von 1P:2N und wiirde auf die Gegenwart 
einer Thymin- oder Uracilhexosephosphorsiure hindeuten. Als 
die Flissigkeit aber aufgearbeitet wurde, fand sich eine nicht 
unerhebliche Menge von Guanin und Adenin in der Alloxur- 
basenfraktion; in der Pyrimidinfraktion wurde sowohl Thymin 
wie auch Cytosin in reichlicher Menge aufgefunden. Diese 
Resultate, besonders wenn man sie mit den anfangs gemachten 
Beobachtungen zusammenhilt, nach denen nicht die berechneten 
Mengen von Guanin und Adenin als Pikrate trotz des groBen 
Uberschusses von Pikrinsiiure gefunden worden waren, weisen 
darauf hin, daB ei Teil der Nucleinsiure iiberhaupt nicht 
durch das Sieden mit der konzentrierten Pikrinsiiurelésung 
aulgespalten ist und noch seine Alloxurbasen in Bindung ge- 
balten hat. 

Wahrend dieser Teil der Untersuchung zu dem SchluB 
tihrt, daB ein Teil der Nucleinsiiure nicht aufgespalten wurde, 
ergab die genauere Untersuchung des Teiles der Reaktions- 
masse, die in absolutem Alkohol léslich war (Teil B nach 
Thannhauser), dab auf der anderen Seite auch schon eine 
sewisse Menge der Pyrimidine abgespalten sein muBte. Denn 
aus (iesem Teil (B), der im Vakuum zum diinnen Sirup ein- 
geengt worden war, krystallisierte bei limgerem Stehen ein 
groBbes Quantum Thymin spontan aus. Auf eime weitere Unter- 
suchung dieser Fraktion, die reichliche Mengen anorganischer 
Phosphorsiiure enthielt, wurde, als zu wenig lohnend, verzichtet. 


Analysen der Brucinsalze. 


Fraktion I. 5,785 mg 0,402 cem 18°, 758 mm 8,13°/> N 
5,035 ,, 0,360 ,, 219 157 ,, 8,27, ,, 

7,530 ,, 0,550 ,, 21° 755. ,, 8,43, ,, 

4,301 ,, 15,7 mg Am. phos. molybd. —_5,30°/, P 

4,001 ”? 13,4 ? ” 7 ” 4,87°/, ”? 

la. 5,040 mg 0,250 eem 18°, 749 mm 5,749), N 
5,560 ,, 17,6 mg Am. phos. molybd. = 4,22°/) P 

5,867 ”? 18,4 ? 9 ? 9 4,18, ”? 

” II. 4,620 mg 0,255 eem 18°, 759 mm 6,47°/, N 
4,380 ,, 0,245 ,, 19° 757 ,, 6,52°/, ,, 

3,918 ,, 11,4 mg Am. phos. molybd. = 4,21°/, P 


~ - 0! 
3,947 ,, 11,8 ,, ” ” ” 4,32 0/9 3 
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Fraktion ITa. 


9 


IIb. 


IIe. 


If. 


cv. 


4,600 mg 
7,580 ,, 
5,424 ,, 
5,126 ,, 
3,245 mg 
4,155 ,, 
5,524 ,, 
5,365 _,, 
5,965 mg 
4,534 ,, 
5,246 ,, 
7,500 mg 
8,960 ,, 
6,071 ,, 
5,048 ,, 
4,370 mg 
3,810 ,, 
4,907 ,, 
5,377 ,, 


0,284 ccm 
0,480 ,, 
11,4 mg Am 
11,5 5 4 
0,137 ecm 
0,167 ,, 
18,2 mg Am 
19,7 4, 55 
0,319 eem 
12,0 mg Am 
13,4 ,, ” 


0,441 cem 
0,470 ,, 
15,4 mg Aim 
12,6 ,, ” 
0,235 eem 
0,206 __,, 
14,4 mg Am 
16,8 ,, ” 


18°, 767 mm 
17°, 770 ,, 


. phos. molybd. 


”? ? 
17°, 759 mm 
20°, 158 ,, 


. phos. molybd. 


”? 9 


19°, 771 mm 


. phos. molybd. 


”? ” 
18°, 749 mm 
19°, 749 ,, 


. phos. molybd. 


9”? ”? 
19°, 749 mm 
17°, 754 ,, 


- phos. molybd. 


? P 


1,81, N 


7,55°/, ” 
8,25°/, P 
3,04°/, _,, 
4,96°/, N 
4,679), ,, 
4,779/, P 
5,33%, ,, 
6,34°/, N 
3,83 °/, P 
3,65 °/, ) 
6,80°/, N 
6,04°/, ,, 
$,68°/, P 
3,66°/, 
6,20°/, N 
6,31, ,, 
4,25°/, P 
4,53, , 














' Uber eine neue Methode zur Ermittlung der Konstitution 
: von Peptiden. 


Von 
P. Schlack und W. Kumpf. 


Mitteilung aus dem Laboratorium fiir org. u. pharmac. Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1926.) 


Vor einigen Jahren hat N. Troensegaard!) die Ansicht 
ausgesprochen, das Proteinmolekiil bestehe nicht, wie seither 
angenommen wurde, im wesentlichen aus peptidartigen Kom- 
binationen, sondern sei mehr oder weniger ausschlieBlich aus 
leicht spaltbaren, heterocyclischen Ringsystemen aufgebaut, in 
denen der Pyrrolkern eine dominierende Rolle spielen soll. 
Mit seinen Annahmen sind manche Tatsachen der KiweiBchemie 
nur schwer in Kinklang zu bringen. Es war daher nahe- 
liegend, an Stelle der Pyrrolderivate an Heterocyklen zu denken, 
die zu den Endprodukten der Proteolyse, den Aminosiiuren, 
in engerem genetischen Zusammenhang stehen: in erster Linie 
an die 2,5-Diketopiperazine, deren Vorkommen im Protein- 
molekil eine seit langem umstrittene Frage ist, dann aber 
auch an Hydantoine, die zu den im KiweiB von verschiedenen 
Forschern?) angenommenen Ureidogruppen in naher Beziehung 
stehen wiirden. Diese zweite Méglichkeit hat vor einiger Zeit 
T. B. Johnson und seine Mitarbeiter zum synthetischen Auf- 
bau von originellen, den Hydantoinring enthaltenden Peptid- 


1) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920). 
*) Fritz Lippich, Diese Zs. Bd. 90, S, 442ff. (1914); Andersen 
u. Roed-Méller, Biochem. Zs. Bd. 70, S. 442 ff. (1915). 
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modellen?) veranlaBt, die sich aber nicht von Ureidosiiurey, 
sondern von Carbonylbisaminosiuren durch Anhydrisierung ab. 
leiten. Da bei der Hydrolyse der EiweiBstoffe gewohnlich nu 
eine verhiltnismiBig geringe Menge CO, freigemacht wird, s 
kann dem Hydantoinring in quantitativer Beziehung allerding; 
keine erhebliche Bedeutung im Proteinmolekiil zukommen. 

Der Annahme langer Peptidketten nach der alten yon 
EK. Fischer begriindeten Auffassung stand strukturchemiscl, 
nichts im Wege. Schwerer vorstellbar ist dagegen die Kin- 
fiigung von Diketopiperazinen ins EiweiBmolekiil. Normale 
Verkettung ist nur bei Derivaten der Diaminosauren bzy, 
Aminodicarbonsiuren denkbar und gerade diese wurden nie 
als Bestandteile beim Kiweifabbau isolierter Diketopiperazine 
aufgefunden. Es besteht kaum eine andere Méglichkeit, al: 
die durch die Formel 


id 
he a. ; +f ‘ne 
+C—CO—N 
i \co—cZ 


veranschaulichte imidartige Verkettung’) in Betracht zu ziehen, 
wenn man nicht auf eine valenzchemische Formulierung ver- 
zichten will. 

Diese Folgerung haben zunichst auch Abderhalden und 
seine Mitarbeiter in ihren zahlreichen, inzwischen iiber diesen 
(segenstand veréffentlichten Arbeiten%) gezogen. 

Die labile Natur der Imidgruppe, die geringe Neigung 
des Amidstickstoffes, ein zweites Siureradikal aufzunehmer, 





 T. B. Johnson, Chem. News Bd. 113, S. 127~—128 (1916: 
T. B. Johnson u. Bates, Am. Soc. Bd. 38, S. 1087 (1916); T. B. John- 
son u, Hahn, Am. Soe. Bd. 89, 8. 1255 (1917); Hahn, Kelley u 
Schaeffer, Am. Soc. Bd. 45, S. 843 (1928); Hahn u. Renfrew, Am. 
Soc. Bd. 47, S. 147 (1925); Hahn u. Gilman, Am. Soe. Bd. 47, S. 2941 
(1925). 

*) Verkettung durch Veriitherung oder Veresterung der tautomeren 
Hydroxylform der Diketopiperazine ist inBerst unwahrscheinlich. 

’) Diese Zs. Bd. 128, S. 125—126 (1923); Bd. 129, S. 820 (1923); 
Bd. 131, S. 288 (1923); Bd. 132, S. 6 u. 7 (1924); Bd. 136, S. 187 (1924); 
Bd. 139, 8. 170 (1924). 
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die im allgemeinen — von besonders giinstigen sterischen Ver- 
hiltnissen (Bildung von LDicarbonsiiureimiden) abgesehen — 
zur Anwendung der kriftigsten Mittel zwingt, lassen es von 
yvornherein 4uBerst unwahrscheinlich erscheinen, daB die Natur 
cerade beim wandlungsfiihigsten der organischen Stoffe diese 
Verkettungsart verwendet. Uberdies ist bis jetzt die offene 
Gruppe C—CO—NH|R|—CO—C in aatiirlich vorkommenden 
Verbindungen nirgends aufgefunden worden. Bekannt sind 
dagegen offene, acylierte Harnstoffderivate, z. B. Oxalursiiure 
und cyclische Imide wie Allantoin und verschiedene Purin- 
derivate. In allen diesen Fallen verdankt die Imidgruppe ihre 
Kntstehung oxydativen Vorgingen. Von einer Acylierung einer 
Amidgruppe kann nirgends die Rede sein. Bedenkt man, da& 
selbst so stabile, cyclische Imide wie Succinimid, Phtalimid 
und Substitutionsprodukte wie Phtalylglycin durch konzen- 
triertes Ammoniak schon in der Kilte glatt aufgespalten werden, 
so kann es nicht iiberraschen, da aliphatisch acylierte Diketo- 
piperazine, z. B. Diacetylglycinanhydrid und Diacetylalanin- 
anhydrid durch dasselbe Mittel zu den acylfreien Grund- 
substanzen abgebaut werden. In derselben Weise wirkt 
n-Natronlauge*); Ringspaltung zu Acylaminosiuren tritt nicht 
ein.?) DaB Acylderivate der an sich schon stabileren, héher 
molekularen Diketopiperazine sich genau ebenso verhalten 
werden, steht auBer Zweifel. Im gleichen Sinne verliuft die 
Spaltung mit n-Lauge oder Ammoniak bei 1-Acetylhydantoin 
und 5-Athyl-1-acetylhydantoin, wie das bei der Bestiindigkeit 





1) Versuche vom Jahr 1922, auf die in einer spiteren Publikation 
zuriickzukommen sein wird. 

*) Anders verliiuft die Einwirkung von n-Lauge auf Dibenzoyl- 
diketopiperazin: es entsteht unter Ringspaltung Hippursiure [Sasaki, 
Chem. Ber. Bd. 54, S. 2688 ff. (1921)]. Diese Spaltung ist beweisend fiir 
die Konstitution der Verbindung und erklirt auch ohne weiteres das 
Ausbleiben der Pikrinsiiurereaktion. Zweifel an der Richtigkeit der 
Sasakischen Formel [vg]. Abderhalden u. Komm, Diese Zs. Bd. 139, 
S. 203 (1924)] sind also unberechtigt. — Ob aromatisch acylierte Deri- 
vate der bestiindigeren Homologen, falls sie iiberhaupt darstellbar sind, 
sich ebenso verhalten, darf bezweifelt werden. 
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des Hydantoinringes zu erwarten war.') DaB es Abderhaldey 
und seinen Mitarbeitern unter diesen Umstiinden nicht ge- 
lingen konnte, Dichloracetyldiketopiperazin zu Diglycyldiketo- 
piperazin zu amidieren?), ist ohne weiteres zu verstehen. 

Wie wenig die Annahme imidartiger Verkettung mit den 
tatsiichlichen Verhaltnissen im Einklang steht, wird besonders 
deutlich, wenn man sich erinnert, daB gerade die Proteine, be: 
denen die Anhydridstruktur als besonders ausgepriigt gilt — 
die Skleroproteine — eine relativ grobe chemische Wider- 
standsfahigkeit besitzen. Es entsprach denn auch der Kr- 
wartung, da8 es nicht gelang, bei Behandlung von Gliadin iit 
wiBrig-alkoholischem Ammoniak bei Zimmertemperatur eine 
Abspaltung von Diketopiperazinen festzustellen, was bei imid- 
artig verketteter Anhydridstruktur vorauszusehen gewesen wiire. 

Ist das EiweiB jedoch, wie besonders die réntgenspektro- 
graphischen Befunde wahrscheinlich machen, im wesentlichen 
aus Aminosdureanhydriden aufgebaut, so muB der Zusammen- 
halt des Molekiils durch eine Verteilung der Valenzkrifte be- 
dingt sein, die sich durch unsere iiblichen Formeln nicht ver- 
sinnbildlichen laBt. Am besten und deutlichsten wird diese 
Folgerung von Bergmann’) und seinen Mitarbeitern in ihren 
jiingsten Arbeiten zum Ausdruck gebracht. 

Die oben erwihnten Versuche mit Acyldiketopiperazinen 
und Acylhydantoinen legten es nahe, auch das Verhalten der 
aus Aminosiiuren, bzw. deren Acylderivaten leicht erhaltlichen 
1-Acyl-2-thiohydantoine denselben Spaltungsagentien (n-Lauge 
oder konzentriertes Ammoniak) gegeniiber zu priifen. Verlict 
die Reaktion hier im selben Sinne und gelang es ferner, auch 
Peptide in die entsprechenden Peptidthiohydantoine iiber- 
zufiihren, so eréffnete sich ein Weg zum systematischen Abbau 





1) Vgl. Anmerkung 1, Seite 127. 

2) Abderhalden u. Klarmann, Diese Zs. Bd. 135, S. 200 (1924). 
Merkwiirdigerweise erwarteten Abderhalden u. Stix [Diese Zs. Bd. 132, 
S. 246 (1924)], daB Diketopiperazine durch Kupplung mit Acylresten eine 
hohere Bestiindigkeit gegeniiber Alkali erhalten wiirden. 

3) Diese Zs. Bd. 144, S. 276 ff (1925); Z. f. ang. Ch. Bd. 38, S, 1141 
(1925); Collegium 1925, S. 555ff.; Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, S. 1711. 


(1925). 
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einer Peptidkette.4) Die einzelnen Kettenglieder muBten sich 
dann nach abwechselnder Uberfiihrung in Acylthiohydantoine 
und folgender Spaltung von der Carboxylseite aus sukzessive 
als 2-Thiohydantoine isolieren und niher charakterisieren?) 
lassen. 

Der Wert eines solchen systematischen Analysengangs 
liBt sich am besten ermessen, wenn man einen Blick auf die 
Methoden wirit, die bisher zur Ermittlung der Konstitution 
von Peptiden Verwendung gefunden haben. Ihr Anwendungs- 
gebiet war beschriinkt und fiihrte im allgemeinen nur bei Di- 
peptiden zu eindeutigen Resultaten. 

Das gilt zuniichst fir die von E. Fischer und Bergell®) 
benutzte Kinfiihrung des #-Naphthalinsulfonylrestes in Peptide, 
die es gestattete, die endstiindige*) Aminosiiure nach weiterer 
Hydrolyse in substituiertem Zustand zu isolieren und zu iden- 
tifizieren. Die Konstitution von Dipeptiden war damit ohne 
weiteres festgelegt. Einen anderen Weg schlugen spiter Ab- 
derhalden und Hanslian®) ein. Sie veresterten die Produkte 
partieller Hydrolyse unter schonenden Bedingungen, trennten 
die Aminosiureester von den Peptidestern durch Vakuum- 
destillation und fiihrten diese letzteren mit Ammoniak in Di- 
ketopiperazine iiber. 

SchlieBlich gelang es bei fermentativer Hydrolyse, durch 
stindige Beobachtung des optischen Drehungsvermégens in 
manchen Fallen Aufschliisse iiber die Konstitution eines Pep- 
tids zu bekommen.*) — 





") Vgl. damit die Formulierung des Abbaus von Benzoylleucyl- 
glyein, S. 133. 

*) Bei dieser Gelegenheit sei erwiihnt, daB H. Thierfelder schon 
vor einigen Jahren die Thiohydantoinreaktion zur Lésung einer lange 
ungeklirten Frage der EiweiBchemie, der Konstitution des Glutamins, 
benutzte, vgl. diese Zs. Bd. 114, S. 192 ff. (1921). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3779 (1902). 

*) Als letztes bzw. Endglied wird die Aminosiiure bezeichnet, die 
den endstindigen Acylrest trigt. 

*) Diese Zs. Bd. 77, S. 285—288 (1912). 

®) Vgl. Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, 
Abteilung I, Teil 7, S. 825. 
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Die Kenntnis der 2-Thiohydantoine verdanken wir haupt. 
siichlich den Arbeiten T. B. Johnsons und seiner Mitarbeiter, 
Durch Einwirkung von Hssigsiiureanhydrid und Rhodanamny. 
nium auf Aminosiuren bzw. deren Acylderivate stellten sie 
nach einem Vorgang von Komatsu?) eine ganze Reihe yon 
Vertretern dieser Kérperklasse dar. 

Wabhrscheinlich verliuft die Reaktion, wie Johnson au 
Grund seiner Versuche annimmt, in der Weise, daB die an. 
gewandte oder zuniichst entstehende Acylaminosiure unter den 
KinfluB des Essigsiureanhydrids*) erst in das entsprechende 
Azlacton tibergeht und daB dieses dann mit dem aus Rhodan- 
ammonium durch Essigsiureanhydrid freigemachten Rhodan- 
wasserstoff zum Siurerhodanid zusammentritt. Aus dem letzteren 
entsteht dann das Acylthiohydantoin durch intramolekulare 
Umlagerung.*) 

Bewiesen ist indessen die intermediire Lactonbildung 
nicht. DaB sie fiir den ProzeB an sich nicht unbedingt nétig 
ist, beweist die Tatsache, daB auch Pyrrolidon-e-carbon- 
siure glatt in das entsprechende Thiohydantoin iibergefiilrt 
werden kann, obwohl hier die Bildung eines ringférmigen An- 
hydrids nicht méglich ist. In diesem Fall kann nur Bildung 
eines gemischten Anhydrids zwischen Essigsiure und Acy!- 
aminosiure als intermediiire Reaktionsstufe in Frage kommeu. 


') Wheeler, Nicolet und T. B. Johnson, Chem. Zbl. 1912, |, 

S. 406; T. B. Johnson und Nicolet, Chem. Zbl. 1912, I, 8. 1104 
u. 1450; T. B. Johnson und Guest, Chem. Zbl. 1912, I, 8. 190%: 
T. B. Johnson, Chem. Zbl. 1913, I, S. 899; T. B. Johnson und 
Nicolet, Chem. Zbl. 1913, I, 8.1759; T. B. Johnson und Scott, 
Chem. Zbl. 1913, I, S. 1469—1470. 

2) Sh. Komatsu, Chem, Zbl. 1911, UJ, 8. 537. 

3) Die Peptidbindung —C—CO—NH—C— als solche wird von 
Essigsiiureanhydrid bei 100° nicht angegriffen; dagegen ist die rasch 
entstehende Azlactongruppe gegen essigsiurehaltiges Essigsdureanhy dri 
nicht bestiindig. Bei der Thiohydantoinbildung verliuft die Umwandlung 
indessen so schnell, da8 Komplikationen nicht eintreten. Erhitzt man 
aber ohne Zusatz von Rhodanammonium, so tritt Acetolyse an der Az- 
lactondoppelbildung ein, die in der Folge zu einem ganz unkontrollier 
baren Abbau fihrt. Hieriiber wird spiiter eingehender berichtet. 

*) Vgl. dazu die Formulierung 8. 132. 
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Aus den nach dieser Reaktionsfolge erhaltenen Acy)thio- 
hydantoinen spaltete T. B. Johnson die Acylreste mit Hilfe 
yon konzentrierter Salzsiiture ab, wobei er allerdings nur pra- 
parative Zwecke im Auge hatte. Diese Methodik konnte be- 
sreiflicherweise in unserem Falle nicht zur Anwendung kommen, 
da hierbei natiirlich auch die Peptidbindungen in Mitleiden- 
schaft gezogen wiirden. 

Ks hat sich nun in der Tat gezeigt, dab bei Anwendung 
von konzentriertem Ammoniak oder n-Natronlauge, die in der 
Kilte auf Peptide nicht emwirken, alle Acylthiohydantoine in 
Siureamid bzw. Siure und das entsprechende 2-Thiohydantoin 
gespalten werden, sofern der Acylrest einer aliphatischen oder 
aromatischen Carbonsiiure angehért (z. b. Formyl, Acetyl, 
Phenacetyl, Benzoyl, p-Nitrobenzoyl). Andere Acylreste wie 
Phenylsulfonyl, Carbaminyl, Carbalkoxyl verhalten sich ab- 
weichend. Uber diese Versuche wird an anderer Stelle niiher 
berichtet. 

Im Verlaufe unserer Untersuchungen hat sich nun ergeben, 
daB von den oben erwihnten Spaltungsmitteln fiir den Peptid- 
abbau. das Ammoniak weniger geeignet ist, da die ent- 
stehenden Amide, zumal wenn sie mehr als einen Aminoacyl- 
rest enthalten, bei der Uberfithrung in die entsprechenden 
Siuren zwecks weiteren Abbaus leicht eine tiefergehende 
Spaltung erleiden. Deshalb wurde im Verlauf dieser Arbeit 
die Spaltung der Acyl- bzw. Peptidthiohydantoine nur mittels 
Normalnatronlauge durchgefiihrt. 

Bei der praktischen Durchfiihrung der Abbauversuche 
war die erste Reaktionsstufe, die Uberfiithrung der Peptide 
bzw. Aminosiiuren in die entsprechenden Acylthiohydantoine 
in kernem Falle mit besonderen Schwierigkeiten verkniipit. 
Am besten hilt man sich dabei ziemlich genau an die An- 
gaben von Johnson und verwendet auf 1 Mol Peptid bzw. 
Aminosiure 1'/, Mol trockenes Rhodanammonium und 7 bis 
8 Mole Essigsiiureanhydrid, dem zweckmiabig 10°/, EHisessig 
zugesetzt wird. Es mu dafiir Sorge getragen werden, daB die 
lemperatur des siedenden Wasserbads nicht iiberschritten wird 


und wihrend der Reaktion keine Luftfeuchtigkeit zutreten kann. 
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Zum Abbau wurden aus verschiedenen Griinden nur ben- 
zoylierte Peptide verwendet. Es zeigte sich nimlich, dab die 
aus acylfreien Peptiden gewonnenen, endstiindig acetylierten 
Peptidthiohydantoine im allgemeinen in Wasser recht leicht 
léslich sind und sich infolgedessen nur unvollstindig und 
schwierig abtrennen und rein isolieren lassen. 


Neben den bei den unten beschriebenen Versuchen 
angewandten benzoylierten Priiparaten eignen sich ganz be- 
sonders substituierte Benzoylprodukte, teils wegen der Schwer- 
léslichkeit der entstehenden Acylthiohydantoine (p-Nitrobenzoy!- 
derivate), teils wegen der leichten analytischen Kontrolle. 
die durch die Anwesevheit leicht bestimmbarer Atome oder 
Atomgruppen erméglicht wird (Anisoyl- oder Halogenbenzoy!- 
verbindungen). 

Fiir den ersten Peptidabbau wurde Benzoylleucylglyci 
verwendet. Da hierbei die genaue Kenntnis des 5-Isobutyl-2 
ee erforderlich war, wurde zuniachst aus d,1-Leucin 


”\ cH CH,—CH—COOH ion —HC--—C0 
CH,” [ CH,” ; | 
_ (CH,CO}0 ~~ S 
U 
CH. 
wacn "cH —CH,—CH--CO—NOS 
——  * 
nit-00- CH, 
CH 5 4 
CH—CH,—HC—-CO 
Isomeri- CH, | | 
ae sation > CH,—CO—N NH 
Piet 
iS 


nach Spalten mit n-Lauge oder konzentriertem Ammoniak und darauf- 
folgendem Ansiuern) 


te. OH_CHL- -HO——CO 
a. | | CH,COOH 


_ (baw. CH,+CONH,). 
3S 


—> 
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5-Isobutyl-1-acetyl-2-thiohydantoin (Schmelzp. 128—129°)}) her- 
gestellt und durch Abspaltung der Acetylgruppen mit n-Natron- 
lauge oder konzentriertem Ammoniak in 5-Isobutyl-2-thio- 
hydantoin (Schmelzp. 170—171)") tibergefiihrt. 

Zur Durchfihbrung des Abbaus von Benzoylleucylglycin 
wurde das Dipeptid durch Erhitzen mit Rhodanammonium und 
Essigsiiureanhydrid in 1-Benzoylleucyl-2-thiohydantoin verwandelt 
und aus diesem dann der Benzoylleucylrest mittelst n-Lauge 
abgelést. Die Spaltung ging glatt vonstatten, nur war in diesem 
Falle das 2-Thiohydantoin nicht in krystallisiertem Zustand 
zu erhalten. Das abgetrennte Benzoylleucin wurde seinerseits 
in der tiblichen Weise in 5-Isobutyl-1-benzoyl-2-thiohydantoin 
iibergefiihrt und schlieBlich durch Spaltung mit n-Natronlauge 
in Benzoesiiture und 5-Isobutyl-2-thiohydantoin zerlest. 


CH 
*S CH—CH,—CH—CO—NH—CH,—COOH 


CH, 
NH—CO—C,H, 


CH 

ie CH—CH,— CH—CO— N ——CH, 
NH,NCS CH.” | 
+(CHCO)%0. 3 
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CH, HN——CH, 
. \CH—CH,-CH—COOH + | | 
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NH—CO—C,H, “~~ 
NH 
| 
NH,NCS 
+(CH,CO,)O 
Y | 
CHy CHs, 
‘CH—CH,—HC——-Co CH—CH,—HC-—Co 
CH,/ | | mNaOH CH,” ; LL. 
C,H;,—-CO-N NH HN NH 
ies 4 ee 
CS + C,H,COOH CS 


In derselben Weise wurde Benzoylalanylalanin  iiber 
d-Methyl-1-benzoylalanyl-2 thio-hydantcin und 5-Methyl-1-ben- 


*) Inzwischen auch von Shintaro Kodama dargestellt vel. 
Chem. Zbl. 1923, III, S. 206. 
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zoyl-2-thiohydantoin in 1 Mol Benzoeséure und 2 Mole 5-Methy!. 
2-thiohydantoin ibergefiihrt. 

Nach den benzoyherten Dipeptiden wurde das ‘iripeptid 
Benzoyldiglycylglycin zum Abbau herangezogen. Dargestellt 
wurde es aus Hippurazid und Glycylglycin nach der Methode 
von Curtius, die fiir den Aufbau langerer benzoylierter Kettey 
geeigneter ist!) als die Benzoylierung hodherer Peptide, dic. 
abgesehen von dem oft miibsamen Aufbau nicht selten einen 
unbetriedigenden Verlauf nimmt. MHiervon wird weiter unten 
noch die Rede sein. 

Der Abbau des Tripeptids verlief der Erwartung ent. 
sprechend: iiber 1-Benzoyldiglycyl-2-thiohydantoin, 1-Benzoyl- 
glycyl-2-thiohydantoin und 1-Benzoyl-2-thiohydantoin wurd 
schlieBlich das ganze Molekiil in Benzoesiure und 2-Thio- 
hydantoin verwandelt. Die Ausbeuten bei den einzelnen 
Operationen sind fast immer sehr gut. Durch kleine metho- 
dische Anderungen werden sie sich noch weiter verbessern 
lassen. 

Weit weniger giinstige Ergebnisse wurden bei Abbav- 
versuchen mit benzoylfreien Peptiden — Leucylglycin, Diglyc~!- 
glycin und Leucylglycylglycin — erhalten. Die entstehenden, 
endstiindig acetylierten Peptid-thiohydantoine sind in Wasser 
meist leicht lésiich. Ebenso zeigen ihre Spaltprodukte keine 
markanten Léslichkeitsunterschiede. Zur Isolierung ist es 
daher erforderlich, die nach der Zerstérung des Kssigsiure- 
anhydrids mit Wasser erhaltene Lésung im Vakuum vorsichtig 
zu verdampfen.?) Aber auch dann ist eine Zersetzung kaum 

) Auch dureh Kinwirkung von Azlactonen (4-Oxazolonen) auf 
Aminosauren oder Peptide in alkalischer Lésung (Mohr, Strohschein, 
Chem. Ber. Bd. 42, S. 2522 (1909) und JI. fiir prakt. Chem. Bd. 81, S, 491. 
(1910)] lassen sich Acylpeptide in guter Ausbeute erhalten. Ein Teil 
des bendtigten Benzoylaianylalanins wurde auf diesem Wege gewonnei. 

*) Zweckmiibiger ist es wohl, das urspriingliche Reaktionsgemis«| 
vor dem Zusatz von Wasser einzuengen, am besten im Hochvakuum bei 
gewohnlicher Temperatur oder im Vakuumexsiccator tiber Kaliumhydroxyd 
oder Natronkalk. Durch diese MaBnahme kann auch bei benzoylierten 
Priparaten eine Erhéhung der Ausbeute an Acylthiohydantoin erreicht 
werden. 
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hintanzuhalten. So wurde bei der Aufarbeitung des Reaktions- 
produktes aus Diglycylglycin an Stelle des primar entstandenen 
\-Acetyldiglycyl-2-thiohydantoins das noch etwas verunreinigte, 
sewohnliche 2-Thiohydantoin erhalten. Ks ist nicht unmdglich, 
daB es bei sehr vorsichtigem Arbeiten gelingt, auch acylfreie 
bzw. acetylsubstituierte Peptide in normaler Weise abzubauen. 
Doch kommen nach den bisherigen Erfahrungen fiir die Aus- 
bildung und praktische Durchfiihrung der Methode vorliufig 
nur aromatisch acylierte Priparate in Frage, weshalb von 
weiteren Versuchen mit acylfreiem Abbaumaterial abgesehen 
wurde. 

Wihrend die bei der Spaltung der Benzoylpeptidthio- 
hydantoine entstandenen benzoylierten Peptide bzw. Amino- 
siuren leicht zu fassen sind, st6Bt man bei der Isolierung 
und Reinigung der Thiohydantoine bisweilen auf Schwierig- 
keiten. Da jedoch gerade dieser Punkt fiir die Konstitutions- 
ermittlung eines Peptids nach Art und Anordnung der Bau- 
steine von wesentlichster Bedeutung ist, so sollen die ver- 
schiedenen Isolierungsméglichkeiten hier kurz besprochen 
werden. 

Die wichtigste, in den meisten Fallen anwendbare Methode 
griindet sich auf die verschiedene Aciditit der beiden Spalt- 
produkte: man iibersittigt die alkalische Lésung mit Kohlen- 
dioxyd, trennt das abgeschiedene Thiohydantoin von der 
Natriumsalzlésung ab und setzt schlieBlich die Saiure durch 
Zugabe von Salzsiure in Freiheit. Scheidet sich das Thio- 
hydantoin infolge seiner leichten Léslichkeit nicht oder nur 
sehr unvollstindig ab, so fiihrt meist Extraktion mit einem 
passenden Lisungsmittel oder Lésungsmittelgemisch (Ather, 
Chloroform, Butylalkohol, Amylalkohol u.a.) zum Ziel. Will man 
die Extraktion mit héher siedenden Lisungsmitteln im Apparat 
durchfiihren, so arbeitet man zweckmiBig unter vermindertem 
Druck. Die zu extrahierende Lisung ist kalt zu halten. Etwa 
mitgerissene Verunreinigungen miissen durch Umkrystallisieren 
beseitigt werden. 


Fiihrt dieser Weg bei in Wasser leicht léslichen Thio- 
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hydantoinen') nicht glatt zum Ziel, so muB man versuchey, 
die Trennung auf Grund der Léslichkeitsunterschiede allein 1 
bewerkstelligen. Man siiuert die alkalische Lésung mit Salz- 
siure an und bringt die benzoylierte Saure durch starke Ab- 
kithlung mdéglichst vollstiindig zur Abscheidung oder enfernt 
sie durch Ausschiitteln mit einem passenden Lésungsmittel. 
Die weitere Trennung erfolgt durch fraktionierte Krystallisation 
der neutralisierten Mutterlauge. Bei der guten Krystallisations- 
fahigkeit der Thiohydantoine gelingt es gewdhnlich, sie bei 
langsamem Verdunsten der Lésung in schin ausgebildeten 
Krystallkonglomeraten zu erhalten, die sich mechanisch leicht 
von anderen Stoffen trennen lassen und fast immer aus reine 
Thiohydantoin bestehen. 

Die Reaktionsfahigkeit der CH,-Gruppe im 2-Thiohydantoin 
selbst erméglicht eine besonders leichte und glatte Isolierung 
desselben in Form des prichtig krystallisierenden 2-'Thio- 
5-benzalhydantoins?), das auch aus sehr unreinem Rohthio- 
hydantoin in guter Ausbeute entsteht und sogar aus kom- 
plizierten Gemischen infolge seiner geringen Loslichkeit leicht 
herausgearbeitet werden kann. 

Handelt es sich nur darum, festzustellen, ob in einen 
Peptid Glycin zu Anfang der Kette steht, so geniigt es daher 
meist, das rohe Peptidthiohydantoin ohne weiteres mit Kisessig 
und Natriumacetat auf 160° (Olbadtemperatur) zu erhitzen. 
Der Acylrest wird abgespalten und es entsteht Benzalthio- 
hydantoin. Anwendung von Kssigsiureanhydrid bei niederer 
Temperatur an Stelle der Essigsiure ist weniger zweckmibig. 
Besteht nimlich auch das zweite Aminoacyl aus Glykokoll, so 
kann das aus der abgespaltenen Acylaminosiure entstehende 
Azlacton mit einem weiteren Molekiil Benzaldehyd reagieren 
und damit zur Bildung eines schwer zu trennenden Substanz- 
gemisches Veranlassung geben (z. B. bei Benzoylglycylglycin. 





1) In solehen Fillen kann es vorteilhafter sein, an Stelle von 
n-Lauge n/5-Ba(OH), zur Spaltung zu verwenden. Das Ba” wird dann 
durch H,SO, quantitativ entfernt. 

2) Vgl. Wheeler, Nicolet und T. B. Johnson, Chem. Zbl. 1912, 
I, 8S. 407. 
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Will trotz alledem die Abtrennung eines Thiohydantoins 
in identifizierbarem Zustand nicht gelingen, so kann man schlieb- 
lich doch noch zum Ziel kommen, wenn man das rohe Material 
durch Kochen mit Chloressigsiiure nach T. b. Johnson, Pfau 
und Hodge’) zum entsprechenden Hydantoin entschwefelt. 
Die Hydantoine neigen viel weniger zur Bildung von additio- 
nellen Verbindungen; sie werden daher durch die Gegenwart 
fremder Stoffe, z. b. anorganischer Salze nicht wesentlich in 
ihren Léshchkeitsverhiiltnissen beeinfiuBt und lassen sich schon 
infolge ihres iuBerst schwach sauren Charakters sehr leicht 
von Acylaminosiuren abtrennen. Die Umwandlung erfolgt 
natiirlich nicht ganz ohne Beeintriichtigung der Ausbeute. 
Loch ist dies belanglos, da die Menge des zu erwartenden 
Thiohydantoins sich bereits aus dem Schwefelgehalt des un- 
gespaltenen Peptidthiohydantoins ergibt. 

Kine weitere Isolierungsméglichkeit laBt sich vielleicht auf 
die T'atsache griinden, daB manche Thiohydantoine wie Thioharn- 
stoffe mit verschiedenen anorganischen Verbindungen, z. 3. Wis- 
mutchlorid, Zinnchloriir u.a. zu, wie es scheint, wohl charakte- 
risierten Molekil- oder Komplexverbindungen zusammentreten. 

Wie die bisherigen Versuche zeigen, vollzieht sich der 
Abbau aromatisch acylierter Peptide ohne prinzipielle Schwierig- 
keiten, wenn sie ausschlieBlich aus Monoaminomonocarbonsiiuren 
zusammengesetzt sind. Dasselbe gilt aber nicht ohne weiteres 
fir die anderen am EiweiBaufbau beteiligten Aminosiuren. 
Schon Johnson und Guest?) stellten fest, daB die Amino- 
dicarbonsiuren Asparaginsiure und Glutaminsiiure im Verlauf 
der Reaktion durch Desaminierung zerstért werden. Sie lassen 
sich dagegen normalerweise in Thiohydantoine verwandein, 
sobald die der Aminogruppe fernerstehende Carboxylgruppe 
durch einen Amin- oder Alkoholrest substituiert wird (Aspara- 
gin). Amidartige Verkettung dieser Gruppe diirfte aber auch 
bei Proteinderivaten biufig vorkommen, so daB also die Gegen- 
wart einer Dicarbonsiiure nicht ohne weiteres eine Stérung im 
Abbau bedingen muB. 


') Chem. Zbl.1912, I, 8.1531; 1912, 1, S.1909 (Johnson und Guest). 
*) Chem. Zbl. 1912, II, 8. 1530. 
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Noch gar keine Erfahrung besitzen wir tiber das Verhalten 
der Diaminosiiuren und der Oxysiuren. Die ersteren werd: 
sich kaum anders verhalten als Monoaminosiiuren, zumal ja 
ihre endstiindige Aminogruppe nach allem, was wir bis jetzi 
wissen, im HiweiBmolekiil nicht zur Verkettung dient; infolge- 
dessen muB sie bei den Abbauoperationen Acylierung erleiden und 
kann somit an schidlichen Nebenreaktionen nicht teilnehmen. 

Viel eher sind Komplikationen zu erwarten, wenn dem 
Peptidmolekiil an irgendeiner Stelle der Rest einer Aminooxy- 
siiure eingefiigt ist. Die besondere Wandlungsfahigkeit solcher 
Gruppen, die erst durch Bergmanns neueste Untersuchungen } 
ins rechte Licht gesetzt wurde, verbietet jeden Analogieschlut. 
Hier kann nur das Experiment entscheiden. Dasselbe gilt 
auch fiir Cystin, aus dem Herr Dr. Miinz bei einem vorliufigen 
Versuch im hiesigen Laboratorium kein Thiohydantoin erhalten 
konnte. 

Finden sich sekundiire Aminosiiuren (Prolin, Oxyprolin' 
innerhalb einer Kette, so laBt sich ein Stillstand oder mindestens 
ein abweichender Reaktionsverlauf beim Abbau vorausselien, 
da die zur normalen Thiohydantoinbildung erforderliche NH- 
Gruppe fehlt. Bis jetzt liegen fiir diesen Fall nur Erfahrungen 
bei Benzoylmethylaminoisobuttersiiure vor. Nach dem Erhitzen 
mit Essigsiureanhydrid und Rhodanammonium wurde diese 
zum ‘l'eil unveriaindert zuriickgewonnen, der Rest war unter 
Abspaltung von benzoesiure in eine schwefelhaltige, harzige 
Substanz verwandelt worden. Weitere Versuche sind in Arbeit. 

Die ‘Tatsache, daB die Produkte der partiellen Kiweib- 
spaltung urspriinglich vorhanden gewesene oder durch sekundiire 
Vorgiinge entstandene Diketopiperazine enthalten kénnen, gal 
Veranlassung, auch das Verhalten von Glycinanhydrid gegen 
Rhodanammonium und Hssigsiiureanhydrid zu untersuchen. 
Wie erwartet, konnte weder eine Aufspaltung noch sonst eine 
Veriinderung — etwa Acetylierung — des Ausgangsmaterials 
beobachtet werden. 


1) Bergmann u. Mitarbeiter, Ber. Bd. 56, S. 1280 (1923); Collegium 
1923, S. 145ff.; Diese Zs. Bd. 131, S. 14%. (1923); Bd. 140, S. 128 ff. (1924): 
Bd. 143, S. 108ff. (1925); Bd. 146, S. 24748 (1925). 
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SchleBlich wurde noch ein benzoyliertes Kiweib (Globin) 
der Einwirkung der beiden Reagentien unterworfen. Auch 
hier war der Erwartung entsprechend keine definierbare Um- 
wandlung erfolgt. Erst wenn das komplexe Proteinmolekiil in 
molekulardispers lésliche Teile zerlegt ist, kann ein syste- 
matischer Abbau der einzelnen Spaltstiicke einsetzen. 

Die neuere Proteinforschung, wie sie namentlich von 
Abderhalden, Bergmann, Herzog und Troensegaard 
vertreten wird, riickt immer mehr ab von der Ansicht Emil 
Fischers, der das Eiweiimolekiil als eine lange Kette amid- 
artig verkniipfter Aminosiiuren betrachtete. Besonders _be- 
deutungsvoll versprechen die Arbeiten von Bergmann und 
seinen Mitarbeitern!) zu werden. 

{hren Untersuchungen zufolge scheint das Eiweif ein 
durch Gitterkrafte im ,iibermolekularen“ Zustand zusammen- 
gehaltenes Gebilde von labiler Anbydridstruktur zu sein, das 
unter der Kinwirkung spaltender Agentien in Peptide von 
wabrscheinlich nur relativ niedrigem Molekulargewicht zerfillt. 
Selbst wenn also diese Peptide nur Produkte einer sekundiren 
Umwandlung sind, so wird die Ermittlung ihrer Konstitution 
doch nach wie vor eine wichtige Aufgabe der Proteinchemie 
bleiben und wertvolle Riickschliisse auf Bildung und Umwand- 
lung der Eiweifstoffe gestatten. Hofientlich gelingt es, Hand 
in Hand mit der fortschreitenden Erkenntnis auf synthetischem 
Weg neue Methoden zu finden, die uns in Stand setzen, den 
sroBen Molekilverband in iibersichtlicher Weise in molekular- 
disperse Anteile aufzuspalten und die einzelnen Bruchstiicke 
moéglichst weitgehend in einheitlichem Zustand und einer fiir 
weitere Untersuchungen ausreichenden Menge zu fassen. Die 
klassischen Methoden der chemischen oder fermentativen Hydro- 


lyse kénnen hier auch in abgeainderter Form — etwa die 
Hydrolyse unter Druck in Gegenwart von nur sehr geringen 
Mengen Salzsiure — kaum weiterfihren. 


Ob den in jiingster Zeit von K. Shibata’) veréffentlichten 


1) A. a. O. 
#) Acta Phytochimica Bd. 2, Nr. 2, 8. 39 (1925). 
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Versuchen die Bedeutung zukommt, die der Verfasser ihnen 
beimiBt, muB stark bezweifelt werden. Das Erhitzen eines 
Proteinstoties mit Glycerin auf hohe Temperaturen ist keine 
so harmlose Reaktion, wie Shibata anzunehmen scheint. 
Sekundire Umwandlungen durch Alkoholyse und darauffolgende 
Kondensationsreaktionen der gebildeten Ester zu Anhydriden 
werden sich kaum vermeiden lassen." 

Mit mehr Recht wird man die interessante Arbeit von 
Brig] und Klenk?) als einen vielversprechenden Fortschritt 
betrachten dirfen. Durch Schmelzen mit Phthalsiureanhydrid 
gelang es diesen Forschern, Elastin in ein Gemisch acyliertey, 
zum ‘Teil in einheitlicher Form isolierbarer Peptide zu zer- 
legen. Ihre Konstitution im einzelnen festzulegen, bestand 
keine Moglichkeit. Hier hat die neue Abbaumethode ein- 
zusetzen. 


Anhang. 


Im Zusammenhang mit den Peptidabbauversuchen wurden 
unter anderem zwei neue Peptide aufgebaut. Diese mégen 
hier kurz erwihnt werden, obwohl sie wegen zu geringer Aus- 
beute fiir die praktischen Zwecke unserer Arbeit bis jetzt keine 
Verwendung finden konnten. 

Zur Gewinnung von 


Glycyl-d,l-alanyl-d,l-alanin 


H, N—CH,—CO— NH—CH— CO—NH—CH—COOH 

| | 

CH, CH, 
wurde Alanylalanin, aus Alaninhydrid in iiblicher Weise erhalten, 
mit Chloracetylchlorid in alkalischer Liésung gekuppelt. Das 
in Wasser leicht lésliche Reaktionsprodukt konnte bei vor- 
sichtigem Kinengen nur zum Teil in krystallisiertem Zustand 
erhalten werden, der Rest hinterblieb als unkrystallisierbarer 
Sirup, der médglicherweise das zweite der Theorie nach zu 
erwartende Stereoisomere enthielt. Die Amidierung des kry- 


1) Vel. L. C. Maillard, Chem. Zbl. 1912, I, S. 483; 1914, II, S. 466; 
1916, I, 8.8 u. 1228. 
2) Diese Zs, Bd. 131, S. 66 (1923). 
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stallisierten Anteils vollzog sich glatt und lieferte das Tripeptid 
in schén krystallisiertem Zustand vom Schmelzp. 204—205° C. 
GréBere Schwierigkeiten bereitete der Aufbau der 


Benzoyldiglycylaminoisobuttersaure 

‘.H,CO—NH—CH, —CO—NH—CH,—CO—NH—C—COOH . 

pom 
H,.¢ OH, 

Chloracetylaminoisobuttersiure — entweder durch Acy- 
lierung der Aminosiure in alkalischer Lésung oder durch Ver- 
seifung des leicht zugiinglichen Amids mit salpetriger Saure 
erhalten — wurde mit konzentriertem Ammoniak in Glycyl- 
aminoisobuttersiiure vom Schmelzp. 260° iibergefiihrt. Die 
Kinfiihrung einer weiteren Glycylgruppe nach der Halogenacyl- 
methode bheb wegen ungiinstiger Léslichkeitsverhiltnisse des 
Reaktionsproduktes ohne befriedigenden Erfolg; auch durch 
Kupplung mit Hippurylchlorid konnte kein reines Praparat 
erhalten werden. Erst die Anwendung von Hippurazid fihrte 
hier zum Ziel. 

An dieser Stelle mége noch eine merkwiirdige Spaltung 
Krwihnung finden, die bei der Benzoylierung von T'ripeptiden 
in Gegenwart von NaHCO, nach E. Fischer beobachtet 
wurde.') Ihr Verlauf konnte besonders deutlich verfolgt werden 
beim Leucylglycylglycin, erfolgte aber auch bei Diglycylglycin 
héchstwahrscheinlich in derselben Weise. Wie Analysen und 
Schmelzpunkte der erhaltenen Reaktionsprodukte zeigten, ent- 
stand im ersteren Fall neben sirupésen Anteilen eine gréBere 
Menge Benzoylleucylglycin, im zweiten ein Gemisch von Benzoyl- 


1) Nach AbschluB dieser Arbeit stieBen wir auf eine Veréffentlichung 
von Toru Ymai [Diese Zs. Bd, 136, 8. 205 (1924)], in der eine Anzahl 
benzoylierter, aus Glykokoll aufgebauter Peptide (darunter auch Benzoyl- 
diglyeylglycin) beschrieben wird. Verfasser, der mit u-Lauge arbeitete, 
scheint iihnliche Spaltungen nicht beobachtet zu haben. 

Dagegen ist Th. Curtius bei der Darstellung von Hippurylalanyl- 
alanin offenbar denselben Zersetzungserscheinungen begegnet, wie wir 
sie bei den oben angegebenen Tripeptiden festgestellt haben, wobei be- 
sonders zu beachten ist, daB auch bei dem von Curtius dargestellten 
Peptid es die Glycylgruppe ist, die die Spaltung erleidet [vgl. Jl. fiir 
prakt. Chem. Bd. 70, 8. 122 (1904)]. 
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diglycylglycin und Benzoylglycylglycin, obwohl die eingesetzie 
Peptide vollkommen rein waren. Es ist recht wahrscheinlich, 
daB die Entstehung von Benzoyldipeptiden mit einer Enoli- 
sierung von Carbonylgruppen im alkalischen Medium zusammen- 
hingt, zumal wenn die durch besonders reaktionsfiihiges Car- 
bonyl ausgezeichnete Glycylgruppe in Frage kommt. Wird 
dann die labile Verkniipfung eines mit enolisiertem Carbouny| 
verbundenen Aminosiiurerestes noch durch Betitigung yon 
Partialvalenzen zu einer sterisch giinstig gelegenen NH-Gruppe 
weiterhin geschwiicht, wie dies nachstehende Forme! ausdriickt, 


R 
oN 
C,H,—CO—NH ng ‘NH 
| 
N 


CH,—COONa 


so ist es wohl verstiindlich, wenn beim plétzlichen Ubersiuern 
besonders bei ungeniigender Kiihlung ein Bruch der Kette 
und damit Bildung eines Dipeptids erfolgt. 


Experimenteller Teil. 
5-[sobutyl-l-acetyl-2-thio-hydantoin. 

Als Ausgangsmaterial fiir das zur Darstellung dieser Ver- 
bindung bendtigte d,l-Leucin wurde Isoamylalkohol benutzt, 
der durch Behandlung mit 48°/,iger Bromwasserstoffsiiure in 
Isoamylbromid?) tibergefiihrt wurde. Aus diesem wurde durch 
Umsetzung mit Cyankali Isoamyleyanid erhalten, das mittels 
Kalilauge zu Isocapronsiure”) verseift wurde. Aus der Siure 
wurde durch Behandlung mit Brom und Phosphor die @-Brom- 
isocapronsiure dargestellt, die durch Kinwirkung von konzen- 
triertem Ammoniak d,l-Leucin lieferte. 

'/,, Mol Leucin (6,6 g) werden zu einem Gemisch von 5,8 ¢ 


1) Norris, Am. Bd. 38, S. 640 (1907). 
2) Noyes, Am. Soe. Bd. 23, 8. 393 (1901). 
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Rhodanammonium (zuvor durch Waschen mit absolutem Alkohol 
und absolutem Ather getrocknet) und 25 ccm frisch destilliertem 
Kssigsiureanhydrid nebst einigen Tropfen Kisessig gegeben und 
das Gemenge in einem Rundkolben unter Verwendung eines 
Steigrohrs mit ChlorcalciumverschluB 3/, Stunde auf dem 
Wasserbad erhitzt. Unter Autschiumen tritt vollkommene 
Lisung des Leucins und Rhodanammoniums ein und es bildet 
sich eine gelb- bis rotbraungefairbte, homogene Fliissigkeit. 
Nach dem Erkalten gieBt man in 100 com Wasser, wonach 
das sich zunichst absetzende Ol bald zu erstarren beginnt. 
Nach mehrstiindigem Stehen filtriert man ab, wischt mit wenig 
Wasser nach und trocknet im Dampftrockenschrank. Roh- 
ausbeute: 9 g = etwa 85°), der Theorie. | 

Das 1-Acetyl-2-thio-5-isobutylhydantoin ist leicht léslich 
in Alkohol, Ather, Aceton, Chloroform, Kssigester, Pyridin und 
Kisessig, schwerer loéslich in der Kilte in Benzol und sehr 
schwer léslich in Petrolither und in Wasser. Beim Erhitzen 
mit Wasser geht es in 6ligen Zustand iiber, um beim Abkiihlen 
wieder zu erstarren. Aus wenig Alkohol krystallisiert es in 
farblosen, tetragonalen Blittchen.') Aus einem Gemisch von 
Alkohol und Wasser wird es in farblosen Nadelbiischeln er- 
halten. 

Das Thiohydantoin schmilzt nach dem Umkrystallisieren 
und Trocknen (zunachst im Dampftrockenschrank bei 50—60° C, 
dann im Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium bis zur Gewichts- 
konstanz) bei 128—129° C. 


0,00695 g Substanz gaben 0,82 cem MN, (22°, 736 mm B). 


0,0113 ¢ - ,, 1,31 cem N, (22°, 736 mm B). 
0.13049 g . 5 0,142 ¢ BaSQ,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,0,N.8 (214,2) } II III 
N 13,08 °/, 13,22°), 12,99 9, oie 


S 14,97 _ _ 15,0 °/, 


) Es sei uns gestattet, Herrn Dr. Vollrath, Assist. am Minera- 
logisch-geologischen Institut der Technischen Hochschule Stuttgart, fiir 
die bei den Krystalluntersuchungen gewiihrte Unterstiitzung auch an 
dieser Stelle bestens zu danken. 
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5-Isobutyl-2-thiohydantoin. 
a) Durch Behandlung des 5-Isobutyl-1l-acetyl-2-thio- 
hydantoins mit n-Natronlauge. 


1/100 Mol (2,14 g) Isobutylacetylthiohydantoin werden mit 
20 ccm n-Natronlauge 3 Stunden stehen gelassen und dany 
mit genau 20 ccm n-Salzsiiure neutralisiert. Dabei fillt das 
2-Thio-5-isobutylhydantoin in guter Ausbeute fast ganz rein 
aus. Ausbeute: 1,6 g = etwa 93°/, der Theorie. 

Das Thiohydantoin hat fast dieselben Léslichkeitseigen- 
schaften wie das acetylierte Produkt; es ist leicht léslich in 
Alkohol, Ather, Aceton, Chloroform und Kisessig, schwerer 
léslich in Benzol und Wasser und sehr schwer léslich in 
Petrolather. 

Ks ist leicht aus heiBem Wasser umkrystallisierbar und 
wird dabei in triklinen Prismen erhalten. Nach dem Trockuen 
im Dampftrockenschrank und im Vakuumexsiccator schmilzt 
es bei 170—171° C. 

0,00642 ¢ Substanz gaben 0,92 cem N, (22°, 742 mm B). 


0,00730 g - » 1,06 cem N, (22°, 742 mm B). 
0,0238 ¢ m » 09,0325 g BaSQ,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,ON,S (172,19) I 1] iI 
N 16,27 %, 16,19°/, 16,40, - 
S 18,62 _ ~ 18,76 °/, 


b) Durch Behandlung des 5-Isobutyl-1-acetyl-2-thio- 
hydantoins mit 25°/,igem Ammoniak. 








} 
| 
} 
| 


‘/100 Mol (2,14 g) Isobutylacetylthiohydantoin wurden mit 


10 cem konzentriertem Ammoniak (c = 0,91) 1 Stunde stehen | 


gelassen. Dann wurde im Vakuum bei 30—40°C das Ammoniak 
vorsichtig vertrieben und zur Trockene verdampft. Der Riick- 
stand wurde in wenig heiBem Wasser aufgenommen; beim Ab- 
kiihlen krystallisierte ein Stoff aus, der mit dem durch Be- 
handlung mit n-Natronlauge gewonnenen vollkommen identisch 
war. Schmelzp. 170—171° C. — Mischschmelzpunkt eines Ge- 
misches der beiden durch 25°/,iges Ammoniak und n-Natron- 
lauge gewonnenen Produkte 170° C. 
Rohausbeute: 1,5 g 
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Abbau von Dipeptiden. 
1. Abbau von Benzoylleucylglycin. 

Das fir den Abbau bendtigte Benzoylleucylglycin wurde 
im wesentlichen nach den Angaben von EK. Fischer?) dar- 
gestellt. 

Das fiir die Synthese des @-bromisocapronylglycins ver- 
wendete Glykokoll wurde folgendermaBen gewonnen: 

35g (1/, Mol) trockenes Glykokollesterchlorhydrat gibt man 
zu 125ccm absolutem Alkohol, der 1/, Mol (24,5 g) frisch ent- 
wissertes Kaliumacetat enthilt. Man schiittelt das Gemenge 
5 Minuten bei gewéhnlicher Temperatur und erhitzt dann 
ebensolange auf dem siedenden Wasserbad. Nach dem Ab- 
ktihlen filtriert man das gebildete Chlorkalium ab und wischt 
mit gew6hnlichem Alkohol nach. Das Filtrat, das nun das 
Glykokollesteracetat enthilt, wird mit 70 ccm Wasser versetzt, 
das genau 17g Atzkali enthilt und das Gemisch 3—4 Stunden 
auf dem Wasserbad unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Schon 
wihrend des Erhitzens scheidet sich Glykokoll ab, dessen 
Menge durch Abkiihlen und Zugabe von absolutem Alkohol 
wesentlich erhéht wird. Ausbeute: 8,5 g. 

Die Mutterlauge wird am zweckmifigsten nach Zusatz 
der entsprechenden Menge Natronlauge zur Kupplung mit 
Halogenacylchloriden verwendet. 

Andernfalls wird im Vakuum zur Trockene verdampft und 
der Riickstand mit Alkohol ausgezogen, wodurch das vor- 
handene Kaliumacetat in Lésung geht. Aus dem noch ver- 
bliebenen Riickstand konnten noch etwa 3g reines Glykokoll 
gewonnen werden, so daB die Gesamtausbeute 11,5 g = etwa 
62°), der Theorie betrug. 

Das @-Bromisocapronylglycin wurde durch Kupplung von 
Glykokoll mit «-Bromisocapronylchlorid (aus ¢-Bromisocapron- 
siure und Thionylchlorid) erhalten und dann durch Stehen- 
lassen mit der 5fachen Menge 25°/,igen Ammoniaks in das 
Leucylglycin iibergefiihrt. Durch Behandeln mit Benzoyl- 


1) E. Fischer u. Brunner, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 340, 
S. 142 (1905). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIV. 10 
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chlorid wurde aus dem Dipeptid das Benzoylleucylglycin 
erhalten. 


1-Benzoylleucyl-2-thiohydantoin. 


3,5 g Benzoylleucylgycin werden zu einem Gemisch von 
1,2 ¢ getrocknetem Rhodanammonium und 8 ccm frisch destil- 
liertem Essigsiureanhydrid gegeben und das Gemenge in einem 
Rundkolben unter Abschlu8 von Luftfeuchtigkeit 1/, Stunde 
auf dem Wasserbad erhitzt. Es tritt allmihlich Lésung ein, 
wobei die Fliissigkeit eine rotgelbe Farbung annimmt. Man 
laiBt erkalten, gieBt in Wasser und liBt iiber Nacht stehen. 
Das sich zuniichst ausscheidende Ol erstarrt schlieBlich zu 
einem gelbgefiirbten Krystallkuchen. Das Reaktionsprodukt 
wird abgesaugt, mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen und 
im Dampftrockenschrank getrocknet. 

Ausbeute: 2,8 g. 

Die Mutterlauge wurde im Kohlensiurestrom bei 30° 
Wasserbadtemperatur im Vakuum nicht ganz zur Trockene 
verdampft, wodurch weitere 0,5 g des Thiohydantoins gewonnen 
werden konnten. 

(sesamtausbeute: 3,5 ¢ = 82,7°/, der Theorie. 

Das entstandene Thiohydantoin laBt sich gut aus 95°) - 
igem Alkohol umkrystallisieren und wird dabei in mono- oder 
triklinen Prismen erhalten. Nach dem Trocknen im Dampf- 
trockenschrank und Vakuumexsiccator schmilzt der Kérper 
bei 172—173° C, sintert aber bereits bei 165° etwas zu- 
sammen. 

Er ist schwer léslich in Wasser, Ather, Petroliither und 
Benzol; in der Kilte ist er ziemlich schwer léslich in Alkohol, 
Aceton, Essigester und Chloroform, verhiiltnismiBig leicht in 
diesen Lésungsmitteln in der Hitze. 


0,0107 g Substanz gaben 1,17ecm N, (15°, 753 mm B). 


0,0128 ¢g ” » 1,4 eem N, (17°, 742 mm B). 
0,0633 g 9 »  0,0458 g BaSO, 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,¢H;,,0;N,8 (333,25) I II Ill 
N 12,61 %/, 12,84°/, 12,57 %, — 


S 9,62 — — 9,94 °/ 
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Spaltung des 1-Benzoylleucyl-2-thiohydantoins in Benzoylleucin 
und 2-Thiohydantoin mittels n-Na0H. 


1 g umkrystallisiertes Benzoylleucylthiohydantoin wird mit 
6 ccm n-Natronlauge versetzt. Man schiittelt einige Minuten, 
bis das Thiohydantoin vollstiindig in Lésung gegangen ist, und 
liBt 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann gibt man 
6 ccm n-Salzsiure zu, wobei sofort eine harziihnliche Masse 
austillt. Nach eintaigigem Stehen im LEisschrank geht der 
Sirup in krystallisierte Form iiber. Nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser und Trocknen im Vakuum- 
exsiccator tiber Schwefelsiiure zeigten die Krystalle den Schmelz- 
punkt des Benzoylleucins (136—138°). Eine angestellte Stick- 
stoffbestimmung ergab den fiir Benzoylleucin berechneten Wert. 

Ausbeute an Benzoylleucin: 0,5 g = 70,8°/, der Theorie. 


0,00415 g Substanz gaben 0,23 cem N, (23°, 739 mm B). 


Berechnet fiir: Getfunden: 
C,3H,,O,N (235,15) 
N 5,96 °/, 6,21 /, 


Das Filtrat wurde im Vakuum bei 30° Wasserbadtempe- 
ratur langsam eingeengt. Beim Abkiihlen schied sich ein 
Niederschlag von gelbbrauner Farbe ab, der jedoch keine 
charakteristische Krystallform besaB und auch nach lingerem 
Stehen im Exsiccator seine harzige, amorphe Beschaffenheit 
beibehielt. Auch durch Erhitzen mit Tierkohle in Wasser 
konnte keine Veriinderung erzielt werden. 

Ks wurde noch versucht, das 2-Thiohydantoin auf anderem 
Wege reiner zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde 1 g Benzoyl- 
leucylthiohydantoin mit 6 ccm n-Natronlauge stehen gelassen 
und dann die alkalische Liésung mit Kohlensiure iibersittigt. 
Nach lingerem Hinleiten fiel ein Niederschlag aus, der jedoch 
wieder harzartigen Charakter hatte. 

Die Prifungen auf Schwefel fielen deutlich positiv aus; 
es gelang jedoch infolge anhaftender Verunreinigungen nicht, 
das 2-Thiohydantoin zur Krystallisation zu bringen. 

Nach Ubersiittigen des Filtrats mit n-Salzsiiure fiel das 
Benzoylleucin sofort in krystallisierter Form aus. 

10* 
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5-Isobutyl-1-benzoyl-2-thiohydantoin. 

3g des durch Spaltung gewonnenen Benzoylleucins werden 
mit 1g Rhodanammonium und 8ccm Hssigsiiureanhydrid unter 
den iiblichen VorsichtsmaBnahmen !/, Stunde auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Man la8t abkiihlen und gie8t in 50 ccm Wasser. 
Nach einiger Zeit krystallisiert das sich zunichst abscheidende 
Ol. Die Krystalle werden abgenutscht, mit wenig eiskaltem 
Wasser gewaschen und im Dampftrockenschrank getrocknet. 

Das Filtrat laBt man bei einer Temperatur von 20—30° 
bis nicht ganz zur Trockene verdunsten, wodurch man einen 
weiteren Teil des Thiohydantoins gewinnen kann. Gesamt- 
ausbeute: 2,6 g = etwa 73°/, der Theorie. 

Das Isobutylbenzoylthiohydantoin wird am _ besten aus 
verdiinntem Alkohol (2 Teile Alkohol und 3 Teile Wasser) um- 
krystallisiert und fallt in Form von farblosen Niidelchen aus. 
die vielfach sternartig gruppiert sind. 

Die Verbindung schmilzt nach dem Trocknen im Vakuum- 
exsiccator beim Erhitzen im Kapillarréhrchen bei 165—166”. 
Sie ist leicht léslich in Alkohol, Ather, Benzol, Chloroform, 
Essigester und Aceton, schwerer léslich in Wasser und sehr 
schwer léslich in Petroliither. 

0,00530 g Substanz gaben 0,48 cem N, (24°, 745 mm B). 


0,005386¢ =, » 0,49 cem N, (24°, 741 mm B). 
0,01380¢ _,, »  0,0117 g BaSO,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,4H,,O,N,8 (276,22) I II Ill 
N 10,14 %/, 10,20 °/, 10,24 °/, ~ 
S 11,61 we _ 11,65 °/, 


Spaltung des 5-Isobutyl-1-benzoyl-2-thiohydantoins in 5-Isobuty!- 
2-thiohydantoin und Benzoesaure mittels n-Natronlauge. 


0,84 g Isobutylbenzoylthiohydantoin werden mit 9 ccm 
(2 Mol) n-Natronlauge versetzt und 3 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Dann gibt man 9 ccm n-Salz- 
siiure zu, wodurch sofort der griBte Teil der Benzoesiiure und 
des 2-Thio-5-isobutylhydantoins ausgetillt wird. Damit die 
Fallung méglichst vollstiindig wird, stellt man den Krystall- 
brei einige Stunden in den Kisschrank. Man saugt ab und 
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trocknet im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefel- 
siure. Das Gemisch wird nun zur Entfernung der Benzoesidure 
mit Petrolather ausgezogen, in dem das Isobutylthiohydantoin 
so gut wie unldslich ist. 

Die Benzoesiiure wurde durch ihren Schmelzpunkt (121° C) 
und durch Sublimation identifiziert; die Ausbeute betrug 
0,31 g = etwa 83°/, der Theorie. 

Der in Petrolather unlésliche Teil wog 0,39 g = etwa 69°/, 
der Theorie (auf das I[sobutylthiohydantoin berechnet); nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser zeigte er den Schmelzpunkt 
des Isobutylthiohydantoins (170—171°) und krystallisierte in 
den fiir dasselbe charakteristischen, triklinen Prismen. Ein 
Mischschmelzpunkt mit dem aus dem 5-Isobutyl-1-acetyl-2-thio- 
hydantoin gewonnenen Isobutylthiohydantoin ergab 169—170° 


2. Abbau von Benzoylalanylalanin. 


Das fir den Aufbau dieses Peptids benétigte Alanin 
wurde durch Behandlung von «-Brompropionsiure mit kon- 
zentriertem Ammoniak dargestellt und durch Lésen in wenig 
Wasser und Fallen mit einem Uberschu8 von Alkohol in 
remem Zustande erhalten (Ausbeute etwa 55°/). 

Es wurde mit Hilfe einer an anderer Stelle niher zu be- 
schreibenden Methode in Alaninanhydrid iibergefiihrt und aus 
diesem in bekannter Weise Benzoylalanylalanin gewonnen. 
Kin Teil wurde auch durch Umsetzung von Benzoylalanin- 
azlacton mit Alanin in alkalischer Liésung nach Mohr her- 
gestellt. Beide Produkte sind stereochemisch wahrscheinlich 
nicht identisch, verhielten sich aber natiirlich beim Abbau 
gleich. 

Das Benzoylalanylalanin wurde durch Aufspaltung des 
Anhydrids mit n-Natronlauge in Alanylalanin und durch Be- 
handeln des letzteren mit Benzoylchlorid erhalten.') 


5=Methyl-i-benzoylalanyl-2-thio-hydantoin. 
3,3 g Benzoylalanylalanin werden mit 1,2 g trockenem 
Rhodanammonium und 7 cem frisch destilliertem Essigsiure- 





) E. Fischer und Kautzsch, Chem. Ber. Bd. 38, S. 2375 (1905). 
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anhydrid unter AbschluB von Luftfeuchtigkeit 1/, Stunde auf 
dem Wasserbad erhitzt. Unter Gelbfirbung des Essigsiure- 
anhydrids tritt vollkommene Lésung ein. Man lift erkalten, 
gieBt in Wasser und laBt 12 Stunden stehen. Das Thiohydantoin 
beginnt sich bald in farblosen, drusenartig verwachsenen 
Nadeln abzuscheiden. Es wird abgesaugt, mit wenig Wasser 
gewaschen und im Dampftrockenschrank getrocknet. 

Ausbeute: 2,7 g = etwa 70°/, der Theorie. 

Kleinere Mengen von Thiohydantoin kénnen noch durch 
Verdunsten des Filtrats bei 20—30° C gewonnen werden. 

Das Methylbenzoylalanylthiohydantoin laBt sich leicht aus 
96°/,igem Alkohol umkrystallisieren und wird dabei in mono- 
klinen, farblosen Blattchen erhalten; nach dem Trocknen im 
Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium schmilzt es beim Erhitzeu 
im Capillarréhrchen bei 173—174° C. 

Der K6rper ist in der Kilte schwer, in der Hitze leichter 
léshch in Alkohol, Essigester und Aceton, schwer léslich in 
Benzol, Chloroform, Ather, Petroliither und Wasser. 


0,0077 g Substanz gaben 0,94 ecm N, (22°, 736 mm B). 


0,0070¢ 0,865 cem N, (24° 744 mm B). 
0,0524 g ‘a »  0,0405 ¢ BaSQ,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,,H,,0,N,S (305,22) I II Ill 
N 13,77 9/9 13,68°/,  18,90%/, wn A, 
S 10,51 - ee 10,62 


Spaltung des 5-Methyl-1-benzoylalanyl-2-thio-hydantoins 
in Benzoylalanin und 5-Methyl-2-thio-hydantoin mittels 
n-Natronlauge. 


3 ¢ Methylbenzoylalanylthiohydantoin werden mit 20 ccm 
n-Natronlauge 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Dann werden 20 ccm n-Salzsiiure zugesetzt, worauf eine Ab- 
scheidung von schén ausgebildeten Krystallen eintritt. Man 
stellt einige Zeit in den Eisschrank und saugt ab. 

Ausbeute: 1,45 g = etwa 76°/, der Theorie. 

Nach dem Umkrystallisieren aus heifem,. Wasser zeigte 
der Stoff genau den Schmelzpunkt des Benzoylalanins (162 
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bis 163° C). Eine angestellte Stickstoffbestimmung ergalb fol- 
genden Wert: 


0,0066 g Substanz gaben 0,42 ecm N, (23°, 739 mm B). 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,»H,,0O,N (193,1) 
N 726°, 7,14°, 


Die das Methylthiohydantoin, sowie Kochsalz und den 
Rest des Benzoylalanins enthaltende Flissigkeit wird zunichst 
im Vakuum im Kohlensiurestrom bei 30—40° Wasserbad- 
temperatur zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird mit 
wenig Wasser zerrieben (zur Entfernung der Hauptmenge 
Chlornatrium) und scharf abgesaugt. Der auf der Nutsche 
verbliebene Riickstand wird in etwas mehr Wasser aufgenom- 
men, bis die Hauptmenge in Lésung gegangen ist, und von 
dem ungelésten Teil, der vorwiegend aus Benzoylalanin be- 
steht, abfiltriert. Das Filtrat wurde laingere Zeit sich selbst 
iiberlassen. Nachdem ein Teil verdunstet war, trat eine neue 
Krystallisation ein, die nun vorwiegend aus 5-Methyl-2-thio- 
hydantoin bestand. Der Schmelzpunkt des Produktes lag bei 
159—160° C (Methylthiohydantoin nach T. B. Johnson?) 161°C). 

Eine Stickstoffbestimmung ergab folgenden Wert: 

0,00713 g Substanz*) gaben 1,32 ccm N, (24°, 744 mm B). 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,ON,S (130,14) 
N 21,53, 20,83°/, 


5-Methyl-1-benzoyl-2-thio-hydantoin.*) 

2,4 g Benzoylalanin werden mit 1,25 g trockenem Rhodan- 
ammonium und 7 ccm frisch destilliertem Kssigsiiureanhydrid 
unter AbschluB8 von Luftfeuchtigkeit }/, Stunde auf dem Wasser- 
bade erhitzt. Die entstandene gelbe Fliissigkeit giebt man 
nach dem Erkalten in 25 com Wasser. Das sich anfangs ab- 
scheidende Ol nimmt bald krystalline Form an; die Krystalle 
werden abgesaugt und im Dampftrockenschrank getrocknet. 


Rohausbeute: 1,5 g = etwa 51,5°/, der Theorie. 





‘) Chem. Zbl. 1912, I, S. 1450. 
*) Enthilt wohl noch etwas anorganisches Salz. 
5) Vel. T. B. Johnson u. Scott, Chem. Zbl. 1913, Il, 5. 1469. 
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Durch Verdunsten des Filtrats bei 20—30° kann die 
Ausbeute an Thiohydantoin auf iiber 70°/, der Theorie erhiht 
werden. : 

Das Methylbenzoylthiohydantoin krystallisiert aus wenig 
95°/,igem Alkohol in monoklinen Prismen, die teilweise zu 
Zwillingskrystallen verwachsen sind, oder aus reichlich Wasser 
in rhombischen Blattchen. 

Ks ist in Alkohol ziemlich leicht léslich, in Essigester, 
Aceton, Benzol und Chloroform in der Kalte schwer, in der 
Hitze leichter léslich, ebenso in Wasser; schwer léslich ist es 
in Ather und Petrolather. 

Das im Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium getrocknete 
Produkt schmilzt beim Erhitzen im Capillarréhrchen bei 15s 
bis 159° C. 

0,00772 g Substanz gaben 0,83 cem N, (22°, 744 mm B). 


0,00712g , 0,77 com Ny (24°, 741 mm B). 
0,0191 g ‘ » 00,0194 g BaSQ,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,,H,,O,N.S (234,17) I II Ill 
N 11,97°/, 12,18,  12,129/, one HE 
S 13,70 = we 13,96 


Spaltung des 5-Methyl-1-benzoyl-2-thio-hydantoins in Benzoe- 
saure und 5-Methyl-2-thio-hydantoin mit n-Na0H. 

2,34 g Methylbenzoylthiohydantoin werden mit 20 ccm 
n-Natronlauge 3 Stunden stehen gelassen. Dann gibt man 
20 ccm n-Salzsiiture zu, was eine Krystallabscheidung zur Folge 
hat. Man stellt einige Zeit in den Eisschrank und saugt ab. 
Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator wog die ausgefallene 
Menge 1,05 g = 86°/, der Theorie. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser schmolz die Sub- 
stanz bei 120—121°C. Mit Hilfe der Léslichkeitseigenschaften 
und der Sublimationsprobe wurde der Stoff als Benzoesiiure 
identifiziert. 

Das Filtrat 1aBt man bei Zimmertemperatur nicht ganz 
zur T'rockne verdunsten. Neben wenig Benzoesiure krystalli- 
sierten gréBere Konglomerate von farblosen, drusenartig ver- 
wachsenen, lanzettformigen Nadeln aus. Das Gemenge wird 
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abgesaugt, getrocknet und zur Entfernung der Benzoesiiure 
mit Petrolither ausgekocht. Als Riickstand hinterblieb ein 
Stoff, der nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator bei 161 
bis 162°C schmolz, schwefelhaltig war und dessen Stickstoff- 
wert genau mit dem fiir das 5-Methyl-2-thiohydantoin be- 
rechneten tibereinstimmte. 

Ausbeute: 0,74 g = etwa 57°/, der Theorie. 

Noch weitere kleine Mengen des Thiohydantoins konnten 
dadurch gewonnen werden, daB das nach dem Abfiltrieren des 
Krystallgemisches verbleibende Filtrat zur Trockne verdunstet 
und durch Ausziehen mit absolutem Alkohol das Thiohydantoin 
von Chlornatrium getrennt wurde. 


0,00508 g Substanz gaben 0,97 ecm N, (24°, 744 mm B). 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,ON,S 
N — 21,53°/, 21,48, 


Abbau eines Tripeptids. 
Abbau von Benzoyldiglycylglycin. 
Das bendtigte Benzoyldiglycylglycin wurde durch Kupplung 
von Glycylglycin in alkalischer Lésung mit Hippurazid ge- 


wonnen; das letztere wurde nach der Vorschrift von Th. Curtius 
aus Hippursiureiithylester dargestellt. *) 


1-Benzoyldiglycyl-2-thiohydantoin. 

lg Benzoyldiglycylglycin wird mit 0,4 g Rhodanammonium 
und 6ccm Essigsiureanhydrid 1/, Stunde in der tiblichen Weise 
auf dem Wasserbad erhitzt. Nach einigen Minuten geht das 
Tripeptid in Lésung; kurz darauf tritt bereits die Abscheidung 
des neu gebildeten Produktes ein, so daB beim Abkiihlen der 
ganze Kolbeninhalt erstarrt. Man gie8t in wenig Wasser und 
liBt 1 Tag stehen; dann saugt man ab und trocknet im Dampf- 
trockenschrank. 

Ausbeute: 0,82 g = etwa 72°/, der Theorie. 

Die Ausbeute kann erhéht werden, wenn man das Filtrat 





) Jl. f. prakt. Chem. Bd. 52, S. 2438 und 254 (1895). 
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bei einer Temperatur von 20—30° nicht ganz zur Trockne 
verdunsten liBt. 

Das Peptidthiohydantoin krystallisiert aus einem Gemisch; 
von 2 Teilen Alkohol und 1 Teil Wasser in farblosen, triklinen 
Prismen. Es ist sehr schwer léslich in Wasser und Petrol- 
ither, ebenso in Ather, ziemlich schwer léslich in Alkohol, 
Hssigester und Aceton. 

Beim Erhitzen im Capillarréhrchen sintert der Kérper 
bei 155° zusammen, farbt sich allmihlich braun und schmilzt 
schlieBlich bei 190—191° zu einer schwarzen Masse zusammen. 
Fiir die Analyse wurde zuniichst im Dampftrockenschrank, 
dann im Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium getrocknet. 


0,0057 g Substanz gaben 0,85 cem N, (24°, 743 mm B). 


0,0068¢ _,, , 1,01 cem N, (24°, 743 mm B). 
0,0386 ¢ ‘ »  0,0275 g BaSOQ,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,,H,,0,N,8 (334,22) I II Iil 
N 16,77°/, 16,75°/,  16,69°, aa ME 
S 9,60 oe _ 9,79 


Spaltung des 1-Benzoyldiglycyl-2-thiohydantoins in Benzoyl- 
glycylglycin und 2-Thiohydantoin mittels n-Natronlauge. 

1,67 g Benzoyldiglycylthiohydantoin werden mit 10 ccm 
n-Natronlauge 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
und nachher 10 ccm n-Salzsiiure zugegeben. Es fallen sofort 
farblose Krystalle aus. Man stellt den Krystallbrei einige 
Zeit in den Kisschrank, damit die Ausscheidung méglichst 
volistiindig wird, und saugt ab. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser und ‘Trocknen 
im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiure zeigte der Kérper 
den Schmelzp. 206° C. Eine mit einem Gemisch von _ vor- 
handenem Benzoylglycylglycin und dem erhaltenen Korper aus- 
gefiihrte Schmelzpunktsbestimmung ergab einen Schmelzpunkt 
205—206° C. 


Die Rohausbeute betrug 1 g = etwa 88°/, der Theorie. 
Das gelb gefiirbte Filtrat wurde 14 Tage sich selbst iiber- 
lassen; nach dieser Zeit hatten sich in der Fliissigkeit gréBere 
Konglomerate von gelbbraunen Krystallen gebildet, die abgesaugt 
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und getrocknet wurden. Das erhaltene Produkt schmolz bei 
225—227° C, nachdem es sich kurz nach 200° dunkel gefirbt 
hatte. Die Priifungen auf Schwefel mit Nitroprussidnatrium 
und Bleiacetat fielen deutlich positiv aus und auch die iibrigen 
Kigenschaften lieBen erkennen, daB hier das schon von 
T. B. Johnson’) dargestellte 2-Thiohydantoin vorlag. Der 
Schmelzpunkt eines Gemisches des erhaltenen Produkts mit 
dem bei der Spaltung des 1-Benzoylglycyl-2-thiohydantoins ge- 
wonnenen 2-Thiohydantoin lag bei 225—226°. 

Die Ausbeute betrug 0,28 g = etwa 49°/, der Theorie. 

In besserer Ausbeute liBt sich das 2-Thiohydantoin ge- 
winnen, wenn man die alkalische Liésung zunichst mit Kohlen- 
siure iibersittigt und dann das in Freiheit gesetzte Thio- 
hydantoin mit Ather ausiithert. Man fiihrt die Extraktion im 
Extraktionsapparat solange durch, bis der iiber der Fliissigkeit 
stehende Ather nicht mehr gelb gefarbt ist. 

Aus der extrahierten Lisung wird nun das benzoylierte 
Dipeptid mit konzentrierter Salzsiure ausgefillt. 


1-Benzoylglyey!-2-thiohydantoin. 

Zur Darstellung des 1-Benzoylglycyl-2-thiohydantoins 
werden 4,7 g Benzoylglycylglycin mit 1,5 g trockenem Rhodan- 
ammonium und 20 ccm trisch destilhertem Essigsiureanhydrid 
'/, Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Ein Teil des Dipeptids 
geht allmihlich in Lésung; ehe die gesamte Menge Benzoyl- 
glycylglycin in Reaktion getreten ist, beginnt bereits die Aus- 
scheidung des entstandenen Peptidthiohydantoins, so daB in 
kurzer Zeit der ganze Kolbeninhalt zu einer gelben Krystall- 
masse erstarrt. Man erhitzt zur Vervollstindigung der Reaktion 
trotzdem die angegebene Zeit hindurch weiter und giebt nach 
dem Abkithlen das Reaktionsprodukt in 100 ccm Wasser, laBt 
einen Tag stehen und saugt ab. Aus dem Filtrat kann durch 
vorsichtiges Verdunsten bei 20—30° eine weitere Menge ge- 
wonnen werden, so daB die gesamte Rohausbeute: 4,5 g = etwa 
79°/, der Theorie betriigt. 


eee 





) Chem. Zbl. 1912, Bd. I, S. 407. 
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Das 1-Benzoylglycyl-2-thiohydantoin gab erst nach vier- 
maligem Umkrystallisieren aus 30°/,igem Alkohol gut stim- 
mende Analysenwerte. 

Der K6rper krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in farb- 
losen Nadelchen aus und ist auBerdem gut aus Isoamylalkohol 
umkrystallisierbar. Er ist in Aceton in der Kalte schwer, in 
der Hitze leichter léslich, schwer léslich in Wasser, Ather, 
Petrolither, Benzol und Chloroform. Die im Vakuumexsiccator 
getrocknete Substanz fairbt sich beim Erhitzen im Capillar- 
rohrchen von 180° an dunkel und schmilzt schlieBlich bei 204 
bis 205° zu einer schwarzen Masse zusammen. 


0,00644 g Subst. gaben 0,88 cem N, (24°, 739 mm B). 


0,00738 g_sC,, * 1,01 cem ,, (24°, 739 mm ,,). 
0,02368 ¢g ” - 0,020 g BaSQ,. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,eH,,0,N,8 (277,19) I II lil 
N 15,16 °/, 15,279/,  15,29°/, _ 
S 11,57 vit _ 11,60°), 


Spaltung des 1-Benzoylglycyl-2-thiohydantoins in Hippursaure 
und 2-Thiohydantoin mittels n-Natronlauge. 

2,8 ¢ Benzoylglycylthiohydantoin werden mit 20 ccm 
n-Natronlauge versetzt und die Lésung 3 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Dann wird die alkalische Lésung 
mit Kohlensiure iibersittigt. Dabei fallt das 2-Thiohydantoin 
in rotgelben Nidelchen aus (0,5 g). Es wird abgesaugt und 
das alkalische Filtrat mit konzentrierter Salzsiure angesiuert, 
wobei sofort die Hippursiiure ausfillt. Man stellt einige Zeit 
in Kis und saugt dann ab. MRohausbeute an Hippursiure 
1,5 g = etwa 82°/, der Theorie. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser schmolz die Siiure 
bei 186—187° C. Eine Mischung der auf diesem Wege ge- 
wonnenen Siiure mit aufstehender Hippursiure hatte ebenfalls 
den Schmelzp. 185—187°. 

Das gelbgefirbte Filtrat wurde einige Wochen sich selbst 
iiberlassen; nach dieser Zeit hatten sich einige Konglomerate 
von gut ausgebildeten, rotbraunen Krystallen gebildet. Sie 
wurden vereinigt mit den durch Kohlensaure gefillten (Gesamt- 
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ausbeute: 0,7 g = 59,6°/, der Theorie), aus wenig Wasser um- 
krystallisiert und zeigten genau den Schmelzpunkt des 2-Thio- 
hydantoins (bei 204° Dunkelfiirbung, Schmelzen bei 227°). 
Hine Schwefelbestimmung ergab folgenden Wert: 
0,0206 g Subst. gaben 0,0416 g BaSO,. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,ON,S (116,122 
S 27,629), 27,74 /, 


1-Benzoyl-2-thiohydantoin. 

4,5 g Hippursiure werden mit 2,25 g trockenem Rhodan- 
ammonium und 15 ccm frisch destilliertem Essigsiureanhydrid 
1/, Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Dann wird erkalten 
gelassen und die gelb gefirbte Fliissigkeit in Wasser gegossen. 
Nach einigen Stunden ist das sich zuniichst abscheidende Ol 
in eine gelb gefirbte Krystallmasse iibergegangen. Sie wird 
abgesaugt, mit wenig Wasser nachgewaschen und im Dampf- 
trockenschrank getrocknet. Rohausbeute: 4,2 g = 76,3°/, der 
Theorie. 

Der Kérper krystallisierte aus 95°/,igem Alkohol in hell- 
gelben Platten und zeigte den von T. B.J ohnson!) angegebenen 
Schmelzpunkt von 164—165° C. 


Spaltung des 1-Benzoyl-2-thiohydantoias in Benzoesaure und 
2-Thiohydantoin mittels n-Natronlauge. 

2,2 g Benzoylthiohydantoin werden mit 20 ccm n-Natron- 
lauge 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann 
gibt man 20 ccm n-Salzsiiure zu, die die Fliissigkeit sofort in 
einen weiBroten Krystallbrei verwandelt. Man stellt das Ge- 
misch einige Zeit in den Hisschrank, saugt ab und trocknet im 
Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiiure. Dann trennt man die 
Benzoeséure von dem 2-Thiohydantoin durch Ausziehen mit 
Petrolither. 

Auf diese Weise wurden 1,13 g Benzoesiiure (= 93°/, der 
Theorie) erhalten; sie wurde durch Schmelzpunkt (121°), sowie 
durch Sublimationsprobe identifiziert. 





) Johnson, Hill u. Bailey, Chem. Zbl. 1916, I, 8S. 211. 
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Das nach dem Absaugen des Niederschlags verbliebene 
gelb gefirbte Filtrat wurde langere Zeit sich selbst tiberlassen: 
neben kleinen Krystallsplittern von Benzoesiure hatten sicl 
einige Konglomerate von briunlichen Thiohydantoinkrystallen 
gebildet. Die letzteren wurden mit dem nach Extraktion mit 
Petrolither verbliebenen Riickstand vereinigt (Gesamtausbeute 
an 2-Thiohydantoin: 0,82 g = etwa 71°/, der Theorie), und aus 
wenig Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 226—228° nach 
Schwarzfiirbung bei 202—204° C. 

Ein Gemisch des umkrystallisierten Koérpers und des bei 
der Spaltung des 1-Benzoylglycyl-2-thiohydantoins erhaltenei 
2-Thiohydantoins besaB den Schmelzp. 225—227° C. 


Versuch zur Uberfiihrung eines nicht benzoylierten Tripeptids, 
des Diglycylglycins, in das 1-Acetyldiglycyl-2-thiohydantoin. 


Zu diesem Zweck wurden 1,9 g Diglycylglycin mit 0,9 g 
Rhodanammonium und 8 ccm Kssigsiiureanhydrid unter Ab- 
schlu8 von Luftfeuchtigkeit +/, Stunde auf dem Wasserbad 
erhitzt. Das Tripeptid geht in Lésung und es bildet sich eine 
rotgelbe, klare Fliissigkeit. Man laBt erkalten und gieBt in 
25 ccm Wasser. 

Das Reaktionsgemisch léste sich klar in Wasser auf, ohne 
daB irgendeine Abscheidung eintrat. Auch nach 14 tigigem 
Stehen war mit Ausnahme einiger voluminéser Flocken nichts 
ausgefallen. 

Die wiBrige Lésung wurde vorsichtig im Vakuum unter 
langsamem Einleiten von Kohlensiure (zur Vermeidung etwaiger 
Zersetzungserscheinungen des entstandenen Thiohydantoins 
unter der Kinwirkung des Luftsauerstoffs) zur Trockne ver- 
dampft. Es hinterblieb ein dlartiger, brauner Riickstand, der 
sich auf Zusatz von Alkohol gréBtenteils léste. Es trat in 
kleinerem Mafstab eine Abscheidung von braungelben, wetz- 
steinartigen Krystallen ein, die zum Teil sternartig gruppiert 
waren. Sie wurden abgesaugt und im Dampftrockenschrank 
getrocknet. Rohausbeute: 0,4 g. 

Weitere, teilweise durch harzige Bestandteile verunreinigte 
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Mengen konnten noch durch Versetzen der alkoholischen 
Lisung mit Ather gewonnen werden. 

Der erhaltene Kérper war in Wasser und Alkohol in der 
Kilte etwas schwerer, in der Hitze ziemlich leicht léslich: in 
Ather liste er sich in der Kilte ziemlich schwer, in Petrolither 
sehr schwer. 

Nach dem Umkrystallisieren aus wenig 95°/, igem Alkohol 
und Trocknen im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiiure schmolz 
er beim Erhitzen im Capillarréhrchen bei 210—211° C, nach- 
dem er sich bei 170° schwarzbraun und gegen 200° schwarz 
cefiirbt hatte. Die Reaktionen auf Schwefel waren deutlich 
positiv. 

0,00575 g Subst. gaben 1,23 cem N, (24°, 744 mm B), 

Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,0,N,S (272,21) 

Acetyldiglycylthiohydantoin N 20,59°/, 

C,H,ON,S (116,12) 24,07, 
2-Thiohydantoin N 24,13°/, 


Einwirkung von Rhodanammonium und Essigsaureanhydrid 
auf Trimethylhippursaure. 

Die Trimethyihippursiiure wurde nach der Vorschrift von 
Gabriel!) durch Benzoylierung des «-Methylaminoisobutter- 
siurenitrils (aus Methylaminochlorhvdrat, Aceton und Cyankali) 
und Verseifung des Trimethylhippurnitrils erhalten. 

2,21 g Trimethylhippursiiure werden mit 0,9 ¢ trockenem 
Khodanammonium und 8 ccm Kssigsiiureanhydrid 1/, Stunde 
auf dem Wasserbad erhitzt. Es tritt vollkommene Lisung 
der Siure ein. Man liBt abkiihlen und gieBt in 25 com Wasser. 
Nach mehrstiindigem Stehen erstarrt das sich zuniichst ab- 
scheidende Ol zu einem braunen Harz, das nicht in krystalli- 
sierte Form gebracht werden konnte. 

Das Harz wurde abgesaugt und das Filtrat im Vakuum 
bei 30—40° Wasserbadtemperatur nicht ganz zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wurde mit wenig Wasser versetzt, 
Wohei in ganz geringer Menge (etwa 30 mg) ein Stoff ausfiel, 





’) Gabriel, Chem. Ber. Bd. 47, S. 2923 (1914). 
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der sauren Charakter hatte, schwefelhaltig war und beim Er- 
hitzen im Capillarréhrchen bis 350° auBer einer leichte: 
Dunkelfarbung keine Verinderung erlitt. Der geringen Menge 
wegen konnte er nicht gereinigt und niher untersucht werden. 
Die essigsaure Lésung wurde nun mit Soda neutralisiert, dabe: 
ausfallende harzartige Bestandteile abfiltriert und mit konzen- 
trierter Si&lzsiiure angesiuert. Nach mehrstiindigem Stehen 
krystallisierte ein Produkt in einer Menge von 0,5 g aus, das 
abgesaugt, getrocknet und mit Petrolither ausgezogen wurde. 
Nach dem Verdunsten des Petrolithers krystallisierte eine 
Siure aus, die durch Schmelzpunkt, Loslichkeitseigenschafte: 
und Sublimation als Benzoesiure identifiziert wurde. Der i: 
Petrolither nicht lésliche Teil wurde aus Wasser umkrystallisiert 
uud schmolz genau bei 182—183° C. 

Ein Gemisch dieses Stoffes mit Trimethylhippursiure hatte 
den Schmelzp. 182°. 


Einwirkung von Rhodanammonium und Essigsaureanhydrid 
auf Glycinanhydrid. 


2,85 g Glycinanhydrid werden mit 4,5 g trockenem Rhodan- 
ammonium und 25 ccm Kssigsiiureanhydrid 1/, Stunde auf dem 
Wasserbad erhitzt. Das Glycinanhydrid geht dabei nicht 
merkbar in Lésung; es blaht sich allmihlich auf, so daB das 
ganze Reaktionsgemisch in eine gelbbraune, voluminése Masse 
iibergeht. Man lait abkiihlen, gieBt in 50 com Wasser und 
laBt einen Tag stehen. Dann wird abgesaugt und im Dampi- 
trockenschrank getrocknet. Das so erhaltene Produkt wog 
2,4 g. 

Wie schon rein duBerlich zu erkennen war, war ein Teil 
des eingesetzten Glycinanhydrids vollkommen unverindert ge- 
blieben. Um auf etwa vorhandenes Diacetylglycinanhydrid zu 
priifen, wurde mit Ather extrahiert; nach dem Verdunsten 
desselben verblieb jedoch kein Riickstand. Die Léslichkeits- 
eigenschaften des erhaltenen Produkts waren dieselben wie die 
des Glycinanhydrids; nur aus Wasser war es, wahrscheinlicli 
infolge anhaftender Verunreinigungen, nicht mehr so gut un- 
krystallisierbar, Nach dem Umkrystallisieren aus Amylalkoho! 








te 


lich 
1m- 
yhol 


Eine neue Methode zur Ermittlung der Konstitution von Peptiden. 161 


unter Zusatz von Tierkohle wurden die fiir das Glycinanhydrid 
charakteristischen, zum ‘l'eil zu Biischeln verwachsenen Tiifel- 
chen erhalten. Beim Erhitzen im Capillarréhrchen trat gegen 
260° Schwirzung und bei 273—274° C vollstindige Zer- 
setzung unter Zusammenschmelzen ein. 

Die Stickstofibestimmung ergab folgenden Wert: 


0,00485 g Subst. gaben 1,06 cem N, (24°, 785 mm B). 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,O,N, (Glycinanhydrid) 
N 24,56, 24,29°/, 


Vorversuch tiber die Einwirkung von Essigsaureanhydrid und 
Rhodanammonium auf benzoyliertes Globin. 


2g benzoyliertes Globin — erhalten durch Behandlung 
von Globin mit Benzoylchlorid und Pyridin in iitherischer Auf- 
schlammung — wurden mit 0,6 g Rhodanammonium und 


15 com Kssigsiureanhydrid !/, Stunde auf dem Wasserbad er- 
hitzt. An dem Kiweif war keine merkliche Veriinderung wahr- 
zunehmen. Die von dem Kiweib abfiltrierte rotbraune Lisung 
wurde in Wasser gegossen; es trat jedoch auch nach lingerem 
Stehen keine krystalline Abscheidung ein. 


Darstellung des Glycyl-d,l-alanyl-d,1l-alanins. 
1. Chloracetylalanylalanin. 


7g feingepulvertes Alaninanhydrid werden in 56 ccm 
n-Natronlauge und 84 ccm Wasser geliést. Die Lisung bleibt 
6—7T Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann gibt man 
zu der durch Kiiltemischung gekiihlten Flissigkeit innerhalb 
15 Minuten abwechselnd 6,5 g Chloracetylchlorid (1!/, Mol) und 
62 ccm n-Natronlauge in kleinen Portionen unter heftigem 
Schiitteln zu. Darauf wird mit 14 cem 5 n-Salzsiiure angesduert 
und die Liésung im Vakuum bei 30° Wasserbadtemperatur 
auf 1/, des Volumens eingeengt. Man lat 2 Tage in der 
Kilte stehen, wobei sich ein krystallisierter Stoff abscheidet, 
der abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen 
wird. Die Ausbeute an diesem Produkt betrug 6,35 g = etwa 
43°/, der Theorie. 
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der sauren Charakter hatte, schwefelhaltig war und beim Kr- 
hitzen im Capillarréhrchen bis 350° auBer einer leichten 
Dunkelfarbung keine Verinderung erlitt. Der geringen Menge 
wegen konnte er nicht gereinigt und niher untersucht werden. 
Die essigsaure Lésung wurde nun mit Soda neutralisiert, dabe: 
ausfallende harzartige Bestandteile abfiltriert und mit konzen- 
trierter Si&lzsiiure angesiiuert. Nach mehrstiindigem Stehen 
krystallisierte ein Produkt in einer Menge von 0,5 g aus, das 
abgesaugt, getrocknet und mit Petrolither ausgezogen wurde. 
Nach dem Verdunsten des Petrolithers krystallisierte eine 
Siiure aus, die durch Schmelzpunkt, Léslichkeitseigenschafte: 
und Sublimation als Benzoesiure identifiziert wurde. Der in 
Petroliither nicht lésliche Teil wurde aus Wasser umkrystallisiert 
und schmolz genau bei 182—183° C. 

Ein Gemisch dieses Stoffes mit Trimethylhippursiure hatte 
den Schmelzp. 182°. 


Einwirkung von Rhodanammonium und Essigsdiureanhydrid 
auf Glycinanhydrid. 

2,85 g Glycinanhydrid werden mit 4,5 g trockenem Rhodan- 
ammonium und 25 ccm Essigsiureanhydrid !/, Stunde auf dem 
Wasserbad erhitzt. Das Glycinanhydrid geht dabei nicht 
merkbar in Lésung; es bliht sich allmihlich auf, so daB das 
ganze Reaktionsgemisch in eine gelbbraune, voluminése Masse 
iibergeht. Man laBt abkiihlen, gieBt in 50 ccm Wasser und 
laBt einen Tag stehen. Dann wird abgesaugt und im Dam)i- 
trockenschrank getrocknet. Das so erhaltene Produkt wog 
2,4 g. 

Wie schon rein iuBerlich zu erkennen war, war ein Teil 
des eingesetzten Glycinanhydrids vollkommen unverindert ge- 
bheben. Um auf etwa vorhandenes Diacetylglycinanhydrid zu 
priifen, wurde mit Ather extrahiert; nach dem Verdunsten 
desselben verblieb jedoch kein Riickstand. Die Léslichkeits- 
eligenschaften des erhaltenen Produkts waren dieselben wie die 
des Glycinanhydrids; nur aus Wasser war es, wahrscheinlicl 
infolge anhaftender Verunreinigungen, nicht mehr so gut um- 
krystallisierbar. Nach dem Umkrystallisieren aus Amylalkolio! 
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unter Zusatz von Tierkohle wurden die fiir das Glycinanhydrid 
charakteristischen, zum ‘Teil zu Biischeln verwachsenen Tiifel- 
chen erhalten. Beim Erhitzen im Capillarréhrchen trat gegen 
260° Schwirzung und bei 273—274° C vollstindige Zer- 
setzung unter Zusammenschmelzen ein. 

Die Stickstoffbestimmung ergab folgenden Wert: 


0,00485 g Subst. gaben 1,06 cem N, (24°, 735 mm B). 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,O,N, (Glycinanhydrid) 
N 24,56 °/, 24,29°/, 


Vorversuch iber die Einwirkung von Essigsaureanhydrid und 
Rhodanammonium auf benzoyliertes Globin. 


2g benzoyliertes Globin — erhalten durch Behandlung 
von Globin mit Benzoylchlorid und Pyridin in iitherischer Auf- 
schlammung — wurden mit 0,6 g Rhodanammonium und 
15 ccm Kssigsiiureanhydrid }/, Stunde auf dem Wasserbad er- 
hitzt. An dem Hiweif war keine merkliche Veranderung wahr- 
zunehmen. Die von dem Kiwei8 abfiltrierte rotbraune Lisung 
wurde in Wasser gegossen; es trat jedoch auch nach langerem 
Stehen keine krystalline Abscheidung ein. 


Darstellung des Glycyl-d,l-alanyl-d,l-alanins. 
1. Chloracetylalanylalanin. 


7g feingepulvertes Alaninanhydrid werden in 56 ccm 
n-Natronlauge und 84 ccm Wasser gelist. Die Lisung bleibt 
6—7 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann gibt man 
zu der durch Kiltemischung gekiihlten Fliissigkeit innerhalb 
15 Minuten abwechselnd 6,5 g Chloracetylchlorid (1'/, Mol) und 
62 ccm n-Natronlauge in kleinen Portionen unter heftigem 
Schiitteln zu. Darauf wird mit 14 ccm 5 n-Salzsiiure angesduert 
und die Lésung im Vakuum bei 30° Wasserbadtemperatur 
auf 1/, des Volumens eingeengt. Man liBt 2 Tage in der 
Kilte stehen, wobei sich ein krystallisierter Stoff abscheidet, 
der abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen 
wird. Die Ausbeute an diesem Produkt betrug 6,35 g = etwa 
43°/, der Theorie. 
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Der Kérper wurde einige Male aus Essigester umkrystal- 
lisiert und im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. 
Er schmilzt bei 153—154° C. 

Durch weiteres langsames Einengen und Erkaltenlassen 
kann die Ausbeute noch gesteigert werden. Dampft man villig 
zur Trockne, so hinterbleibt ein farbloser Sirup, der mit Chlor- 
natriumkrystallen durchsetzt ist. Zur Trennung von Kochsalz 
wird mit Essigester ausgekocht, die Essigesterlésung eingeengt 
und mit demselben Volumen Petrolither versetzt. Dabei 
scheidet sich ein gelbliches Ol ab, das im Scheidetrichter ab- 
getrennt wird. Nach langerer Behandlung im Vakuumexsic- 
cator war das Ol etwas erstarrt und hatte sirupartigen Cha- 
rakter angenommen. Es gelang jedoch durch kein Mittel, den 
Sirup in krystallisierten Zustand tiberzufiihren. 


0,00822 g Subst. gaben 0,87 cem N, (19°, 734 mm B). 


0,00484 g__—sé,, » 0,51 cem ,, (19°, 7384 mm ,,). 
0,0316 g a »  0,0191 g AgCl. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,0,N,Cl (236,58) I II III 
N 11,84°/, 11,95°/, — 11,909/, _ 
Cl 14,99 _ she 14,959/, 


2. Glycylalanylalanin. 

3 g Chloracetylalanylalanin werden mit 15 ccm 25°/, igem 
Ammoniak im Bombenrohr 1 Stunde auf 80° erhitzt und die 
Lésung auf dem Wasserbad bis zur Sirupkonsistenz eingedampit. _ 
Dann gibt man absoluten Alkohol zu und verdampft zur | 
Trockne. Das Reaktionsprodukt wird einigemal zur Entfernung | 
von Chlorammonium mit absolutem Alkohol ausgekocht. 

Zur Reinigung nimmt man in méglichst wenig Wasser 
auf und versetzt mit einem UberschuB von absolutem Alkohol; 
nach kurzer Zeit fallt das Tripeptid in perlmutterglinzenden, 
tetragonalen Blaittchen aus, die sehr schwache Doppelbrechung 
zeigen und deren Kanten vielfach abgerundet sind. 

Rohausbeute: 1,62 g = etwa 59°/, der Theorie. 

Die Substanz ist in allen organischen Lésungsmitteln 
schwer léslich und schmilzt bei raschem Erhitzen im Capillar- 
réhrchen bei 204—205° C unter Gasentwicklung. Sie ist etwis 
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hygroskopisch; nach dem Trocknen im Vakuumtrockner bei 
100° wurden folgende Analysenwerte erhalten: 


0,0774 g Subst. gaben 0,1261 g CO, und 0,0476 g H,0O. 


0,0625¢ 4, » 0,1023¢ , 4 0,0392¢ ,. 

0,0056¢g ~=sC » 0,96 cem N, (21°, 735 mm B). 

0,0062 g__—sOé4; » 1,065 cem N, (24°, 745 mm B). 
Berechnet fiir: Gefunden: 

C,H,,0,N, (217,15) I I Ill IV 

C  44,219/, 44,43°', 44,649/, — - 
H 6,96 6,88 7,02 a 
N 19,36 — _~ 19,25 19,35 


Darstellung der Glycylaminoisobuttersaure. 


Das als Ausgangsmaterial benutzte «-Aminoisobutter- 
siurenitril wurde durch Einwirkung von Cyankali und Chlor- 
ammonium auf Aceton gewonnen und der waBrigen Liésung 
mittels Ather entzogen. 

Das 


Chloracetylaminoisobuttersaurenitril 


wurde daraus folgendermaBen dargestellt: 

100 g frisch destilliertes Aminoisobuttersiurenitril werden 
in 450 cem absolutem Ather gelést und (in mit Chlorcalcium- 
rohr verschlossener Flasche) unter Kiihlung mit einem Kilte- 
gemisch im Verlauf von etwa 1 Stunde mit 67 g Chloracetyl- 
chlorid (aus Chloressigsiure und Thionylchlorid), in 50 ccm 
trockenem Ather gelést, versetzt (1/, Mol Chloracetylchlorid auf 
1 Mol @-Aminoisobuttersiurenitril). Unbedingter Abschlu8 von 
jeglicher Feuchtigkeit ist Vorbedingung fiir ein gutes Gelingen 
der Reaktion. 

Man 1aft iiber Nacht stehen und destilliert den Ather ab. : 
Der vom Ather befreite Riickstand wird mit 80—90 ccm Wasser 4 t 
iibergossen, wodurch das nebenbei entstehende salzsaure Amino- 
isobutterséurenitril in Lésung gebracht wird. Das zuriick- 
bleibende Chloracetylaminoisobuttersiurenitril wird abfiltriert. 

Rohausbeute: 90 g = 47,25°/, der Theorie (auf das Amino- 
isobuttersiurenitril berechnet). 

Das Chloracetylaminoisobuttersiurenitril ist aus Wasser um- 


krystallisierbar und krystallisiert in schénen, farblosen Nadeln. 
1? 
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Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure 
schmilzt es beim Erhitzen im Capillarrohr bei 90—91° C. 

Die Darstellung dieses Nitrils kann man dadurch ver- 
einfachen, da8 man das Aminoisobuttersiiurenitril nicht aus 
der itherischen Lésung isoliert, sondern dieselbe nach dem 
Trocknen mit entwissertem Kaliumcarbonat mit Chloracety)- 
chlorid behandelt. Die weitere Aufarbeitungsweise bleibt ganz 
dieselbe. Bei peinlichem Arbeiten kann auf diese Weise die 
Ausbeute noch etwas erhéht werden. 

Das anfallende Aminoisobuttersiurenitrilchlorhydrat wird 
folgendermaBen in das Chloracetylaminoisobuttersiurenitri! 
iibergefiihrt: 

Die das Chlorhydrat des Aminoisobuttersaurenitrils ent- 
haltende Lésung wird mit einem Gemisch von 100 ccm Ather 
und 100 ccm Benzol tberschichtet und unter sehr starker 
Kiihlung (—10°) abwechselnd in kleinen Portionen mit 75 ¢ 
Chloracetylchlorid und 280 ccm 5n-Natronlauge versetzt und 
dabei kriftig geschiittelt. Unter der Benzolitherschicht setzt 
sich allmahlich ein Krystallbrei von Chloracetylaminoisobutter- 
siurenitril ab, der abgesaugt wird. 

Rohausbeute nach dem ‘Trocknen auf dem _ ‘Tonteller: 
47 g = etwa 50°/, der Theorie (auf das eingesetzte Chlorhydrat 
berechnet) oder = 25°/, der Theorie (auf das gesamte Amino- 
isobuttersiiurenitril berechnet); somit Gesamtausbeute an chlor- 
acetyliertem Nitril = etwa 72°/, der Theorie. 

0,00736 g Subst. gaben 1,15 ccm N, (21°, 739 mm B). 


0,0873 g " »  0,0781 g AgCl. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,ON,Cl (160,55) I II 
N 17,45 /, 17,64°/, _ 
Cl 22,09 — 22,13°/, 


Versuche zur Verseifung des Chloracetylaminoisobuttersaure- 
nitrils zur Chloracetylaminoisobuttersaure. 


a) Verseifung des Nitrils tiber den Chloracetylamino- 
isobuttersaiuraithylester. 


Zur Uberfiihrung des Nitrils in den Ester wurden 16 ¢ 
Nitril mit 50 com bei 10—15° gesittigter alkoholischer Salz- 
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siure und 80 ccm 95°/, igem Alkohol 1 Stunde auf dem Wasser- 
bad zum Sieden erhitzt. Nach dem Abfiltrieren des gebildeten 
Chlorammoniums wurde im Vakuum bei einer Wasserbad- 
temperatur von 50—60° zur Trockne verdampft. Wie die 
Untersuchungen zeigten, bestand der gréBte Teil des Riick- 
standes aus salzsaurem Aminoisobuttersiiureester, dem der bei- 
gemengte Chloracetylaminoisobuttersiureester mittels Athers 
entzogen wurde. 

Nach dem Verdunsten der letzten Atherreste verblieben 
in der Krystallisierschale zu Biischeln geordnete, farblose 
Nidelchen, die nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator beim 
Erhitzen im Capillarrohr bei 75° C schmolzen. 

Die Ausbeute an chloracetyliertem Ester betrug 2,5 g = 
etwa 10°/, der ‘Theorie. 


0,00590 g Subst. gaben 0,36 cem N, (24°, 746 mm B). 


0,00620 ¢ SC, »  0,8T¢eem ,, (24°, 746 mm ,,). 
0,0233¢ , »  0,0160 g AgCl. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
U,H,,0,NCl (207,58) I II Hl 
N 6,759), 6,88°/, 6,73, sel 
Cl 17,08 ~ - 16,99°/, 


Der oben angefiihrte Versuch wurde einige Male mit ver- 
schiedenen Abinderungen wiederholt. Da die Ausbeute immer 
gleich gering war und ein Versuch, den Ester in besserer Aus- 
beute tiber den salzsauren Iminoather zu gewinnen, nicht zum 
Ziel fiihrte — es entstand dabei salzsaures Aminoisobutter- 
siureamid (Schmelzp. 258—259° C) —, wurde die Verseifung 
des Nitrils mittels 38°/, iger Salzsiiure versucht. 


b) Verseifung des Chloracetylaminoisobuttersiure- 
nitrils mittels 38°/,iger Salzsaure. 


4g Nitril werden mit 8 ccm 38°/, iger Salzsiure versetzt 
und unter Rihren aufgelést. Man erwirmt 10 Minuten auf 
60° C und weitere 10 Minuten auf 70° C (bei héheren Tem- 
peraturen tritt eine Abspaltung der Chloracetylgruppe ein). 
Nach dem Abkihlen gibt man Krystallsoda zu, bis die stark 
blaue Kongofarbe auf graublau zuriickgegangen ist, und ver- 
dampft im Vakuum zur Trockne. 
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Der Riickstand wird zur Trennung von Chlornatrium mit 
absolutem Alkohol ausgezogen. Nach dem Abdestillieren des- 
selben verbleibt ein sirupartiger Riickstand, der nach mehr- 
tigiger Behandlung im Vakuumexsiccator in feinen Nadelchen 
krystallisiert. Er ist leicht léslich in Alkohol, Aceton, Essig- 
ester, Chloroform und Wasser. Gibt man zu der Loésung in 
Chloroform trockenen Petrolather, so fallt der Kérper in feinen, 
farblosen Nidelchen aus. Er reagiert neutral, gibt positive 
Beilsteinsche Probe und entwickelt beim Erwarmen mit 
Natronlauge Ammoniak. Getrocknet wurde im Vakuumexsic- 
cator iiber Schwefelsiiure. Schmelzp, 121—122° C. 

Die Analysenwerte stimmten auf das Chloracetylamino- 
isobuttersiureamid. 


0,0022 g Subst. gaben 0,31 ccm Ny, (21°, 740 mm B). 


0,00635 g __,, » 0,89 cem ,, (21°, 740 mm ,,). 
0,013 ¢ - » 09,0104 g AgCl. 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,0,N,Cl (178,57) I II III 
N 15,69, 15,93°/,  15,84/, mn 
Cl 19,86 — _ 19,79°), 


c) Verseifung des Chloracetylaminoisobuttersaure- 
nitrils mittels 38°/,iger Salzsiure und darauf folgender 
Behandlung mit salpetriger Siure. 


5 g Nitril werden unter Kihlung in 15 ccm 38°/iger Salz- 
siure gelést und iiber Nacht stehen gelassen. Zu der salzsauren 
Liésung gibt man eine konzentrierte Natriumnitritlésung (etwas 
mehr als die berechnete Menge Natriumnitrit 2,5—2,75 g) 
worauf kurze Zeit auf 30—40° erwairmt wird. Nach wieder- 
holtem Schiitteln krystallisiert die Chloracetylaminoisobutter- 
siure in farblosen, monoklinen Prismen aus. Man filtriert 
ab und dampft das Filtrat bei 30° Wasserbadtemperatur im 
Vakuum zur Trockene. Der Riickstand wird mit reichlichen 
Mengen trocknen Athers ausgekocht oder mit wenig absolutem 
Alkohol ausgezogen. Gesamtausbeute: 4,1 g = 73°/, d. Th. 

Die Siure ist leicht léslich in Wasser und Alkohol, 
schwerer léslich in Ather und Benzol in der Kilte, leichter 
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in der Hitze, so daB sie aus dem letzteren auch umkrystalli- 
siert werden kann. 
Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator iiber Schwefel- 
" siure schmilzt die chloracetylierte Siure beim Erhitzen im 
Capillarréhrchen bei 148° C. 


n of 0,01605 g Substanz gaben 1,11 cem N, (17°, 753 mm B). 
, 0,00835 g - » 0,57 eem N, (17°, 753 mm B). 
: 0,200 g . » 0,1611 g¢ AgCl. 
t Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,,0,NCI (179,55) I II Ill 
N 7,80 °/, 8,06 °/, 7,96 °/, — 
Cl 19,75 _ — 19,93 °/, 


Glycylaminoisobuttersture. 

5 g Chloracetylaminoisobuttersaiure werden unter EKiskiihlung 
in 75 com 25°/,igem Ammoniak eingetragen und 6 Tage bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Die klare Liésung wird 
zunachst durch Behandeln im Vakuum vom Ammoniak befreit 
und nach Zusatz von einigen Kubikzentimetern Alkohol bei 
40° Wasserbadtemperatur im Vakuum zur Trockene verdampft. 
Dann wird der Riickstand mit absolutem Alkohol versetzt und 
dieser unter gewohnlichem Druck auf dem Wasserbad abgedampft. 
Der trockene Riickstand wird am Riickflu8kiihler zweimal mit 
50 com absolutem Alkohol ausgezogen und hei8 abfiltriert. 

Ausbeute: 2,85 g = etwa 64°/, der Theorie. 


Tr 





Li Zur Reinigung wird die Siéure in méglichst wenig Wasser 
0 gelést und mit einem Uberschu8 von absolutem Alkohol gefillt. 
is | Sie fallt in schénen, zu Biischeln vereinigten Nadeln aus und 
) | schmilzt bei raschem Erhitzen im Capillarréhrchen bei 260° unter 
I- Braunfirbung. Bei langsamen weiteren Erhitzen im Capillar- 
r- rohr sublimiert ein Teil der Substanz in weiBen Flocken, die 
rt ohne Zweifel das entsprechende Anhydrid darstellen. 
m | Beim Kochen der Siure mit Kupferacetat oder frisch 
a dargestellten Kupferoxyd entsteht eine tiefdunkelblaue Lisung; 
m — dampft man zur Trockene, so bleibt das Kupfersalz als dunkel- 
blaue, glasartige Masse zuriick, Es ist beim Erhitzen lislich 
og, — im Alkohol und kann aus der alkoholischen Lésung durch 


Zusatz von Ather als hellblaues Pulver gefillt werden. 
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0,0774 g Substanz gaben 0,1283 g CO, und 0,0520 g H,0O. 


0,0787 g . »  0,1289 g CO, und 0.0536 g H,O. 
0,0075 g Substanz gaben 1,15 com N, (23°, 740 mm B). 
0,0079 g ‘ » 1,24 ecem N, (24°, 740 mm B). 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,.0,N, (160,15) I II Ill lV 
C 44,969,  45,21°/, 44,679, — a 
H 7,56 7,52 7,62 ve wn 
N 17,50 — a 17,22°/, 17,57 °/, 


Benzoyldiglycylaminoisobuttersiiure aus Glycylaminoisobuttersiiure 
und Hippurazid. 


0,6 g Hippurazid werden mit Wasser fein zerrieben und 
langsam in eine Lésung von 0,5 g Glycylaminoisobuttersiure 
in 3,5 ccm 2n-Natronlauge eingetragen. Von nicht umgesetztem 
Hippurazid wird abfiltriert; dann wird unter sehr starker 
Kithlung vorsichtig mit 25°/,iger Salzséure angesduert. Dabei 
fallt zunichst eine sirupartige Masse aus, die nach mehrstiindigem 
Stehen in einem Hiskochsalzgemisch erstarrt. Der entstandene 
Niederschlag ist noch mit betrachtlichen Mengen Chlornatrium 
durchsetzt. Er wird abgesaugt, im Dampftrockenschrank bei 
40—50° getrocknet und zur Trennung von anorganischen Be- 
standteilen mit absolutem Athylalkohol extrahiert. Man list 
den Alkohol im Vakuumexsiccator verdunsten, wonach in der 
Krystallisierschale zarte, in Biischeln vereinigte Nidelcheu 
zuriickbleiben. Dieses Lésen und Verdunsten wird noch zweimal 
wiederholt, bis die Krystiillchen vollstindig aschefrei sind. (Aus- 
beute: 50 mg). 

Nach mehrtiigigem Trocknen im Vakuumexsiccator schmolzen 
die Krystalle beim Erhitzen im Kapillarréhrchen bei 149 bis 
150° C unter Gasentwicklung, nachdem sie schon bei 144" 
etwas zusammengesintert waren. 

Eine wiBrige Lisung des Produkts farbt Lackmus deutlich 
rot. Es ist in Wasser und Alkohol leicht, in Ather und Petrol- 
iither schwer liéslich und kann durch Lésen in absolutem 
Alkohol und Fallen mit Petrolither gereinigt werden. Man 
erhilt die Saure auf diesem Wege jedoch nur in amorphem 
Zustande. 
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Da vorerst nur eine sehr kleine Menge der Séure rein 
erhalten werden konnte, wurden zuniichst nur Mikrostickstoff- 
bestimmungen ausgefiihrt. 


0,00677 g Substanz gaben 0,80 eem N, (24°, 789 mm B). 


0,0066 ¢g aE » 0,78 eem N, (24°, 739 mm B). 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,;H,,0,N;, (321,18) I I] 

N 13,09 °/, 13,21 ° 0 13,21 a 


Benzoylierung von Leueylglyeylglyecin. 





= Das Tripeptid warde nach den Angaben von EK. Fischer?) 
| durch Aminierung von «-Bromisocapronylglycylglycin erhalten. 
“ Zur Benzoylierung wurden 3,2 g umkrystallisiertes Leucyl- 
* slycylglycin in 90 com Wasser gelést und nach Zusatz von 10 g 
f Natriumbicarbonat allmiihlich 6,7 g (3 Mol) Benzoylchlorid unter 
as Umschiitteln bei gewéhnlicher Temperatur hinzugefiigt. Der 
ro ProzeB dauerte etwa 1 Stunde. Nach dem Ansiiuern mit kon- 
vi zentrierter Salzsiure fiel ein weiBer Niederschlag aus und da- 
‘i neben setzte sich an der Kolbenwand eine sirupése Masse ab, 
¥e die nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. Der 
- krystalline Niederschlag wurde nach dem Absaugen auf dem 
fl ‘Tonteller im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiiure getrocknet 

. und mehrere Male mit Petroliither extrahiert. Der nach der 
Kxtraktion verbliebene Riickstand wog '/, g und schmolz nach 
- dem Umkrystallisieren aus Wasser oder Kssigester bei 163 — 164° 
- (Schmelzpunkt des Benzoylleucylglycins). Lift man die alka- 
- lische Lésung vor dem Ansiuern linger stehen, so erhalt man 

entsprechend gréBere Ausbeuten an benzoyliertem Dipeptid. 

a 0,0057 g Substanz gaben 0,50 cem N, (24°, 739 mm B). 
si 0,0081g¢  ,, ,» 0,70 eem N, (24°, 739 mm B). 

. Berechnet fiir: Gefunden: 

C,.H,,O,N, (292,18) I I 

ch § N 9.599), 9,8 °/, 9,66"), 
01. 
- Benzoylierung von Diglycylglyein. 
” 9 g¢ umkrystallisiertes Diglyeylglycin (erhalten nach 
“a K. Fischer?) wurden mit 100 cem Wasser iibergossen, 11,5 ¢ 


') Chem. Ber. Bd. 36, S. 2982 (1903). 
*) Chem. Ber. Bd. 37, S. 2500 (1904); Bd. 39, S. 2980 (1906). 
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Natriumbicarbonat zugefiigt und allmihlich unter starken 
Schiitteln und Kiihlen 8,5 g (3 Mol) Benzoylchlorid zugegeben, 
War der Geruch nach dem Siurechlorid verschwunden, so wurile 
langsam mit konzentrierter Salzsiiure angesiuert, einige Zei! 
stehen gelassen und der Niederschlag abgesaugt. Nach dem 
Trocknen auf dem Tonteller wurde zur Entfernung von Benzoe- 
siure mehrere Male mit Ather extrahiert. 

Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
zeigte die Substanz einen Schmelzpunkt von 199—203° und 
war nur in kleinen, runden Gebilden zu erhalten im Gegensatz 
zu dem von Curtius aus Hippurazid und Glycylglycin er- 
haltenen Produkt, das schén krystallisiert und bei 215—216° 
schmilzt. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiure getrocknet. 

0,0081 g Substanz gaben 0,93 eem N, (24°, 748 mm B). 


Berechnet fiir: Gefunden: 
Ci3H,,0;Nz (293,15) 
N 14,34 %, 12,98 /, 


Die vorliegende Arbeit wurde im Laboratorium fiir orga- 
nische und pharmazeutische Chemie der Technischen Hoch. 
schule Stuttgart unter Leitung von Herrn Professor Dr. 
W. Kiister ausgefiihrt. 

Ks ist uns ein besonderes Bediirfnis, unserem hochverehrten 
Lehrer und Chef, Herrn Professor Dr. Kiister auch an dieser 
Stelle unsern ergebensten Dank zum Ausdruck zu bringen fiir 
das rege Interesse und das wohlwollende Entgegenkommen, das 
er uns bei Ausfihrung dieser Arbeit stets angedeihen lieB. 





